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La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) es una enfermedad con elevada morbilidad y una importante 
causa de mortalidad prematura, la cual, en gran medida, se podría prevenir. La identificación de 
nuevas vías metabólicas y/o biomarcadores implicados en su fisiopatología puede ayudar en la 
detección precoz de la enfermedad, y proporcionar nuevos enfoques terapéuticos. Estos últimos 
años, diferentes grupos de investigación han mostrado especial interés por el sTWEAK, una 
citocina multifuncional implicada en la respuesta pro-/anti-inflamatoria, su receptor scavenger 
CD163 y la osteocalcina (OC), un componente de la matriz ósea; los cuales han sido relacionados 
con el metabolismo de la glucosa. 
Esta tesis ha sido realizada en el contexto del estudio PREDIMED, un ensayo de campo 
nutricional en paralelo, multicéntrico y aleatorizado que evalúa el efecto de la dieta 
Mediterránea en la prevención primaria de la enfermedad cardiovascular. El objetivo de la 
presente tesis fue analizar las asociaciones entre los niveles séricos de sTWEAK, sCD163 y 
ambas formas de OC [carboxilada (OCc) y no carboxilada (OCnc)] y la incidencia de DMT2 en 
una población adulta con alto riesgo cardiovascular y sin diabetes al inicio del estudio. Además 
se ha analizado la relación entre los niveles periféricos de sTWEAK y síndrome metabólico (SM).  
Se realizó un estudio de diseño casos-control anidado y prospectivo incluyendo 153 casos con 
nuevo diagnóstico de diabetes y 306 controles que no desarrollaron diabetes tras 5 años de 
seguimiento. Los resultados del presente trabajo demuestran que niveles bajos de sTWEAK y 
ambas, OCc y OCnc al inicio del estudio, se asociaron con un mayor riesgo de diabetes. 
Asimismo, niveles bajos de sTWEAK se asociaron con una mayor prevalencia de SM, obesidad 
abdominal, hipertrigliceridemia e hiperglucemia. No se encontró relación entre los niveles 
séricos de sCD163 e incidencia de diabetes. 
Los resultados de la presente tesis sugieren que los niveles circulantes de sTWEAK y OC podrían 
ser útiles como nuevos potenciales biomarcadores predictores de DMT2. 
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Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is a disease with high morbidity and a major cause of 
premature mortality, which, in a large extent could be prevented. The identification of new 
pathways and/or biomarkers implicated in its pathophysiology can help in the early detection of 
the disease, and could provide new therapeutic approaches. Recently, various research groups 
have shown special interest in sTWEAK, a multifunctional cytokine involved in the pro/anti-
inflammatory response, its scavenger receptor CD163 and in osteocalcin (OC), a component of 
the bone matrix; all them related with glucose metabolism. 
This thesis has been conducted in the framework of the PREDIMED Study, a parallel-group, 
multicenter randomized trial evaluating the efficacy of a Mediterranean diet on the primary 
prevention of cardiovascular disease. We aimed to assess the associations between baseline 
serum concentrations of sTWEAK, sCD163 and both forms of OC [carboxylated (cOC) and 
undercarboxylated osteocalcin (ucOC)] and the future development of T2DM in an elderly 
population at high cardiovascular risk and free of T2DM at the beginning of the study. 
Additionally, we also aimed at exploring the relationship between sTWEAK and metabolic 
syndrome (MS) prevalence.  
A prospective, nested case-control study was performed including 153 cases of newly diagnosed 
diabetic subjects and 306 individually matched controls free of diabetes during 5-years of the 
follow-up. The results of the present work demonstrated that low levels of sTWEAK and both 
cOC and ucOC at baseline are prospectively associated with an increased diabetes risk. We also 
found that low levels sTWEAK were associated with a higher prevalence of MS, abdominal 
obesity, hypertriglyceridemia and hyperglycemia. No relationship between serum levels sCD163 
and diabetes incidence was found.  
The results of the present thesis suggest that circulating levels of sTWEAK and OC, may be 
useful as potential biomarkers for predicting T2DM. 
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La diabetis mellitus tipus 2 (DMT2) és una malaltia amb elevada morbiditat i una important 
causa de mortalitat prematura, la qual, en gran mesura es podria prevenir. La identificació de 
noves vies metabòliques i/o biomarcadors implicats en la seva fisiopatologia podrien ajudar en 
la detecció precoç de la malaltia, i proporcionar nous enfocaments terapèutics. Aquests últims 
anys, diferents grups d'investigació han mostrat especial interès pel sTWEAK, una citocina 
multifuncional implicada en la resposta pro-/anti-inflamatòria, el seu receptor scavenger CD163 
i l'osteocalcina (OC), un component de la matriu òssia; els quals han estat relacionats amb el 
metabolisme de la glucosa.  
Aquesta tesi ha estat realitzada en el context de l'estudi PREDIMED, un assaig clínic en paral·lel, 
multicèntric i aleatoritzat que avalua l'efecte de la dieta Mediterrània en la prevenció primària 
de la malaltia cardiovascular. L'objectiu va ser analitzar les associacions entre els nivells sèrics 
de sTWEAK, sCD163 i dues formes de OC [carboxilada (OCc) i no carboxilada (OCnc)] i la 
incidència de DMT2 en una població adulta amb alt risc cardiovascular i sense diabetis a l’inici 
de l’estudi. Així mateix, s'ha volgut explorar la relació entre els nivells perifèrics de sTWEAK i la 
prevalença de síndrome metabòlica (SM).  
Es va realitzar un estudi de disseny cas-control aniuat, prospectiu, incloent 153 casos amb nou 
diagnòstic de diabetis i 306 controls que no ho van desenvolupar durant els 5 anys de 
seguiment. Els resultats d'aquest treball van demostrar que nivells sèrics baixos de sTWEAK i 
ambdues formes d’osteocalcina, OCc i OCnc a l’inici de l'estudi, s’associen amb un major risc de 
desenvolupar diabetis tipus 2. Així mateix, nivells perifèrics baixos de sTWEAK es van associar 
amb una major prevalença de SM, obesitat abdominal, hipertrigliceridèmia i hiperglucèmia. No 
es va observar una relació significativa entre els nivells sèrics de sCD163 i la incidència de 
diabetis.  
Els resultats de la present tesi suggereixen que els nivells circulants de sTWEAK i OC, podrien 
ser útils com a nous potencials biomarcadors per a predir la DMT2.  
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DM, diabetes mellitus. 
DMT1, diabetes mellitus tipo 1. 
DMT2, diabetes mellitus tipo 2. 
ADA, Asociación Americana de Diabetes.  
OMS, Organización Mundial para la Salud. 
GPA, glucosa plasmática en ayunas. 
PTOG, prueba de tolerancia oral a la glucosa. 
GBA, glucemia basal alterada. 
TAG, tolerancia alterada a la glucosa. 
IDF, International Diabetes Federation. 
HbA1c, hemoglobina A1C. 
NGSP, National Glycohemoglobin Standaritzation Program. 
DCCT, Diabetes Control and Complications Trial. 
RI, resistencia a la insulina. 
AGL, ácidos grasos libres. 
SM, síndrome metabólico. 
HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance. 
QUICKI, quantitative insulin check index. 
IR, receptor de insulina. 
IRS, sustratos del IR. 
PI3-K, cinasa de fosfoinositol trifosfato. 
MAPK, cinasa activada por mitógeno. 
JNK, cinasa c-Jun NH2-terminal. 
ERK, cinasa activada por señales extracelulares. 
NF-κB, factor nuclear kappa B. 
IκB, inhibidor I kappa B. 
PTP1β, proteína fosfatasa de tirosina 1β. 
PTEN, homólogo de fosfatasa y tensina. 
mTOR, mammalian target of rapamycin. 
PKC, proteína cinasa C. 
IKK, cinasa del inhibidor de NF-κB. 
TNF-α, factor de necrosis tumoral α. 
IL-6, interleucina 6. 
GKRP, proteína reguladora de la glucocinasa. 
IGF-1, factor de crecimiento insulínico tipo 1. 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
MARCADORES BIOQUÍMICOS EMERGENTES RELACIONADOS CON DIABETES MELLITUS TIPO 2 







FTO, fat mass and obesity-associated protein. 
KLF14, kruppel-like factor 14. 
PPARg, receptor gamma activado por el factor proliferador de peroxisomas. 
PREDIMED, PREvención con DIeta MEDiterránea. 
DASH, dietary approaches to stop hypertension. 
IMC, índice de masa corporal. 
NHANES, The National Health and Nutrition Examination Survey. 
NHEFS, The National Health and Nutrition Examination Survey I Epidemiologic Follow-up Study. 
PAI-1, inhibidor del activador del plasminógeno. 
RBP4, proteína transportadora de retinol tipo 4. 
MCP-1, proteína quimioatrayente de monocitos 1. 
PCR, proteína c reactiva. 
AGT, angiotensinógeno. 
TGF-β1, factor de crecimiento TGF-beta 1. 
TWEAK, tumor necrosis factor-like weak inducer of apoptosis. 
Fn14, fibroblast growth factor-inducible 14. 
RNAm, ácido ribonucleico mensajero. 
PP2A, protein Phosphatase 2A. 
SRCR, scavenger receptor cysteine-rich. 
Hp-Hb, hemoglobina:haptoglobina. 
ADAM, a disintegrin and metalloproteinase. 
TLR, toll-like receptors. 
LPS, lipopolisacárido. 
PMA, forbol 12-miristato 13-acetato. 
FcγR, receptores Fc-gamma. 
IFN-γ, interferoon-gamma. 
OC, osteocalcina. 
BGP, bone gla protein. 
OCc, osteocalcina carboxilada. 
OCnc, osteocalcina no carboxilada. 
ECG, electrocardiograma. 
ECV, enfermedad cardiovascular. 
CAP, centro de atención primaria. 
HDL, lipoproteína de alta densidad. 
LDL, lipoproteína de baja densidad. 
CKD-EPI, Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration.
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1.1. DIABETES MELLITUS 
La diabetes mellitus (DM) es considerada como uno de los principales problemas de salud 
mundial más desafiantes del siglo XXI, entre otras razones por su elevada prevalencia, su 
repercusión socio-sanitaria y, el impacto de las complicaciones crónicas asociadas a ésta y el 
número de muertes prematuras que provoca 1–3.  
La carga global de DM en la población adulta se estima en aproximadamente 387 millones de 
personas en el año 2014, y se proyecta que aumentará a 592 millones el 2035 4. Desde el punto 
de vista clínico la DM se caracteriza por una hiperglucemia, como resultado de defectos en la 
secreción de la insulina, en la DM tipo 1 (DMT1), o una progresiva resistencia a la acción 
periférica de la insulina con o sin déficit asociado en la secreción, en la DM tipo 2 (DMT2). 
Aunque la prevalencia de  DMT1 y DMT2 en todo el mundo es cada vez mayor, la prevalencia de  
DMT2 está aumentando más rápidamente, representando entre el 85% y 95% del total de los 
casos de diabetes.  
La DMT2 es una enfermedad crónica de curso silente, sin un inicio brusco, donde se 
desencadenan un grupo heterogéneo de procesos metabólicos. La identificación de nuevas vías 
o biomarcadores indicativos de alteraciones metabólicas, implicados en sus mecanismos 
etiopatogénicos puede proporcionar nuevos enfoques terapéuticos, y ser eficaces en la 
detección precoz antes de la manifestación de la enfermedad 5,6. 
 
1.1.1. Definición y clasificación 
Bajo el término de DM se incluyen un grupo de enfermedades metabólicas cuya característica 
común es la hiperglucemia como consecuencia de un defecto en la secreción o acción de insulina 
o por la combinación de ambos. Esta situación de hiperglucemia mantenida, se asocia a efectos 
nocivos que consisten en daños, disfunción y fallo a largo plazo de diferentes órganos como 
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riñones, ojos, sistemas nervioso, cardíaco y circulatorio, ocasionando complicaciones crónicas 
de tipo microvascular (retinopatía, nefropatía y neuropatía) y macrovascular (cardiopatía 
isquémica y enfermedades cerebrovasculares) 7.  
De acuerdo con la Asociación Americana de Diabetes (ADA), la DM se clasifica en 4 categorías:  
 a) La DMT1, representa del 3 al 5% de todos los casos de diabetes 4 y se produce por una falta 
de secreción de insulina por destrucción autoinmune de la célula β pancreática. Las personas a 
riesgo de padecer DMT1 pueden ser identificadas por marcadores serológicos y genéticos 7. 
b) La DMT2, es la forma más frecuente de diabetes, resultante de un defecto progresivo de la 
secreción de insulina en el contexto de una resistencia gradual periférica a la acción de la 
insulina 7,8. Es frecuente que este tipo de diabetes pase desapercibida y que pueda permanecer 
sin diagnosticar durante años, debido a que la hiperglucemia se desarrolla gradualmente y no es 
suficientemente severa para presentar sintomatología, pero sí como para causar cambios 
fisiopatológicos y funcionales en diferentes tejidos, incrementando el riesgo de desarrollar 
complicaciones vasculares de la enfermedad. La mayoría de personas afectadas por la DMT2 
presentan sobrepeso u obesidad cuando desarrollan la enfermedad y suele presentarse con más 
frecuencia en personas de mediana edad o/y ancianas. Sin embargo, la DMT2 está 
presentándose cada vez en edades más tempranas, en niños y jóvenes con sobrepeso. A 
diferencia de la DMT1, en la DMT2 no se requiere por lo general, dosis diarias de insulina, 
pudiéndose controlar la enfermedad en la mayoría de los casos mediante la adopción de una 
dieta saludable y actividad física, el mantenimiento del peso corporal dentro de los límites de 
normalidad, y antidiabéticos orales. 
c) Otros tipos más específicos de DM ocasionados por distintas causas: por ejemplo defectos 
genéticos en la función de las células β o en la acción de la insulina, enfermedades exocrinas del 
páncreas tal como la fibrosis quística, la diabetes inducida por drogas o químicos, etc. 
d) Diabetes gestacional, es la diabetes que se diagnostica por primera vez en el curso del 
embarazo. 
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1.1.2. Criterios diagnósticos de diabetes mellitus tipo 2 
En 1979 el Nacional Diabetes Data Group9 de EE.UU., estableció los primeros criterios 
diagnósticos unificados de diabetes. Posteriormente estos criterios fueron adoptados y 
modificados por la Organización Mundial de la Salud (OMS) y la ADA en diferentes informes10–12. 
Básicamente, el diagnóstico de DM se basaba en la hiperglucemia determinada mediante las 
concentraciones de glucosa plasmática en ayunas (GPA) o mediante la glucemia a las 2 horas 
tras la prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG) con 75 g de glucosa.  
En 1995 la ADA, uno de los órganos más representativos a nivel mundial en la diabetología, 
promovió la creación de un Comité Internacional de Expertos con el objetivo de revisar la 
literatura científica posterior a 1979 y valorar la necesidad de introducir nuevas modificaciones 
en los criterios de clasificación y diagnósticos de DM. El informe del Comité Internacional de 
Expertos fue publicado en 1997 13. A partir de este consenso, se identifican dos grupos de 
población en los que los niveles de glucemia no alcanzan el umbral diagnóstico de DMT2, pero 
tampoco pueden ser considerados normales. Se trata de individuos con glucemia basal alterada 
(GBA), es decir un valor de GPA entre 100 y 125 mg/dl, o con tolerancia alterada a la glucosa 
(TAG), un valor de GPA a las 2 horas tras la PTOG entre 140 mg/dl y 199 mg/dl. Estos individuos 
con GBA y/o TAG fueron considerados como “prediabéticos”, lo que indica un riesgo 
relativamente alto para el futuro desarrollo de DMT2. Cabe señalar que la OMS y otras 
organizaciones definieron 110 mg/dl como punto de corte para GBA.  
En el año 2009, el Comité de Expertos formado por representantes de la ADA, la European 
Association for the Study of Diabetes, y la International Diabetes Federation (IDF), aprobaron la 
determinación de la hemoglobina glucosilada (HbA1c) como criterio diagnóstico de diabetes 14. 
Inmediatamente después, en el año 2010 la ADA incorporó la HbA1c por primera vez como test 
diagnóstico de diabetes y definió tres puntos de corte para la HbA1c: ≤ 5,6%, nivel no diabético; 
entre 5,7% y 6,4%, nivel prediabético; y, ≥ 6,5%, compatible con el diagnóstico de diabetes 
(punto de corte que se asocia con el aumento de la prevalencia de retinopatía) 15. Los criterios 
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diagnósticos de DMT2 establecidos por la ADA en el último informe publicado 2014 se muestran 
en la tabla 1 7:  
 
Tabla 1. Criterios diagnósticos de DMT2 establecidos por la ADA en el año 2014. 
1. Hemoglobina glucosilada ≥6,5%. La prueba debe realizarse en un laboratorio utilizando 
un método certificado por NGSP y estandarizado por DCCT*; o 
2. Glucemia plasmática en ayunas ≥126 mg/dl (7,0 mmol/L). El ayuno se define como la no 
ingesta calórica durante al menos 8 horas*; o 
3. Glucemia plasmática a las 2 horas después de la PTOG (con 75 g de glucosa) ≥200 
mg/dl (11,1 mmol/L)*; o 
4. Glucemia plasmática al azar ≥200 mg/dl (11,1 mmol/L) en pacientes con síntomas 
clásicos de hiperglucemia (poliuria, polidipsia, polifagia y pérdida de peso) o crisis de 
hiperglucemia. 
NGSP, National Glycohemoglobin Standaritzation Program; DCCT, Diabetes Control and Complications Trial; 
PTOG, prueba de tolerancia oral a lo glucosa. *En ausencia de hiperglucemia inequívoca, los criterios 1-3 deben 
ser confirmados por pruebas repetidas. 
 
1.1.3. Epidemiología de la diabetes mellitus tipo 2 
En la actualidad, la DMT2 es una de las enfermedades no transmisibles más frecuentes en todo 
el mundo, que representa entre el 85 y el 95% del total de casos de diabetes. Su prevalencia 
continua aumentando rápidamente asociada a una combinación de factores demográficos, 
hereditarios y ambientales que afectan al estilo de vida, dieta, falta de ejercicio y aumento de 
obesidad 4. La DMT2 se encuentra entre las diez primeras causas de mortalidad 1–3. En el 2010, 
el número total de muertes atribuibles a la diabetes en todo el mundo se estimaba en 3,96 
millones dentro del grupo de edad de 20 a 79 años, representando el 6,8% de la mortalidad 
global 3. En 2013, la diabetes causó 5,1 millones de muertes (8,4% de la mortalidad por todas las 
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causas) y un coste de 548.000 millones de dólares en gastos de salud (11% del gasto total en 
todo el mundo), superando en 5,5% las estimaciones del año 2011 4,16. Además, no debemos 
pasar por alto que cerca de la mitad de todas las personas con DM no están diagnosticadas o no 
son conscientes de ello.  
 
Prevalencia de diabetes mellitus tipo 2 
Las proyecciones sobre la evolución de la diabetes auguran un espectacular y constante 
crecimiento de la enfermedad en las próximas décadas. Este aumento será principalmente a 
expensas de los países en vías de desarrollo. Según las últimas cifras publicadas por la IDF,  se 
estima que el número de personas con diabetes entre la población mundial de 20 a 79 año era 
de 387 millones en 2014. Cerca del 77% del número total de afectados viven en regiones poco 
desarrolladas. Sin una acción concertada para prevenir la diabetes, y siguiendo los patrones 
demográficos actuales, en menos de 25 años se estima que más de 592 millones de personas 
tendrán diabetes (ver figura 1). Casi el 50% de todos los adultos con diabetes tienen entre 40 y 
59 años de edad, siendo este grupo de edad el que seguirá incluyendo el mayor número de 
personas con diabetes en los próximos años. En general, la prevalencia de diabetes es 
ligeramente superior en hombres que en mujeres (198 millones de hombres frente a 184 
millones de mujeres en 2013). 
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Figura 1. Estimación del número de personas con DMT2 por población (20-79 años) por región de la IDF, 2014 y 
2035. Adaptado de: International Diabetes Federation. IDF Diabetes Atlas, 6th ed. Brussels, Belgium: 
International Diabetes Federation, Actualización de 2014.  
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En Europa, la prevalencia de diabetes en adultos se estima en 52 millones, el 7,9% de la 
población adulta. Turquía tiene la mayor prevalencia (14,8%), en cambio, Azerbaiyán tiene una 
prevalencia estimada de diabetes de sólo el 2,4%. Después de Turquía, los países con mayor 
prevalencia son Portugal (13,1%), Montenegro, Serbia y Bosnia Herzegovina (12%), Alemania 
(11,5%), Macedonia (11,4%), Malta (10,7%) y España (10,6%). Los países con el mayor número 
de personas con diabetes están en su mayor parte en Europa Occidental, como Alemania, 
España, Italia, Francia y el Reino Unido. 
En España, se han llevado a cabo varios estudios que describen una aproximación de la 
prevalencia de DMT2 mediante el uso de encuestas, registros médicos o estimaciones basadas 
en consumo de fármacos. Datos disponibles en España con base poblacional sobre prevalencia 
de DMT2 total (conocida/no conocida) y TAG sitúan la prevalencia entre el 5,6% y el 15,9% 17–29, 
pudiendo variar en función del tipo de estudio, población y métodos utilizados para su 
diagnóstico.  
La mayor prevalencia de diabetes se ha observado en Canarias en el estudio Guía 23, 
estimándose en un 15,9%. Posteriormente, otro estudio en la misma región, estimó que la 
prevalencia es del 13,2% 19. En el año 2009, según la Encuesta Europea de Salud realizada en 
España, las regiones con mayor prevalencia de DMT2 eran Ceuta (9,4%) y Melilla (10,5%), 
seguidas de Murcia (8,6%), Extremadura (8,3%), Andalucía (7,2%) y Comunidad Valenciana 
(7,3%). La región con menor prevalencia fue las Islas Baleares (3,3%), mostrando una tendencia 
creciente en el grupo de población de más de 65 años (19%) independientemente del sexo 30. 
Los datos más actuales publicados en 2012 son los obtenidos del estudio Di@bet.es 29. Este es el 
primer estudio realizado en España examinando la prevalencia de DMT2, así como otros 
factores de riesgo cardio‐metabólicos en 5.419 personas mayores de 18 años procedentes de 
100 centros de salud distribuidos por toda España. Los resultados obtenidos mostraron una 
prevalencia de DMT2 en España del 13,8%, de estos sujetos el 6% no eran conocidos como tal y, 
la prevalencia aumentaba con la edad y era mayor en hombres que en mujeres. 
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Incidencia de diabetes mellitus tipo 2 
Los estudios de incidencia son importantes y muy útiles para el establecimiento de la 
etiopatogenia de la DMT2. Éstos son necesarios y se deben hacer, a fin de detectar diabetes 
asintomática, mediante pruebas específicas, glucemia y/o PTOG repetidas anualmente o tras un 
lapso de tiempo en la población general. 
Son escasos los datos sobre tasas de incidencia en estudios Europeos basados en  poblaciones. 
Estudios realizados sobre población adulta Europea han mostrado tasas de incidencia total de 
DMT2 (conocida/no conocida) que varían entre el 3,0 por cada 1.000 personas-año en el caso de 
Suecia, 31,32 y 19,1 en el sur de España basados en la PTOG 33 y, con tasas intermedias por cada 
1.000 personas-año para otros países europeos como Islandia (3,7 en hombres y 2,3 en 
mujeres) 34, Inglaterra (7,3) 35, Italia (7,6) 36, y Alemania (15,5) 37.  
En línea con lo anterior, en el estudio InterAct-EPIC 38, incluyendo datos de ocho países de 
Europa (Dinamarca, Francia, Alemania, Italia, Países Bajos, España, Suecia y Reino Unido), se 
estimó la tasa de incidencia global de DMT2 en 3,7 casos por 1.000 personas-año, observándose 
un aumento en las tasa de incidencia con la edad, siendo mayor en hombres que mujeres, lo que 
refuerza lo observado en otros estudios 33,37,39,40. Sin embargo, no  todos los estudios 36 han 
descrito un mayor riesgo de DMT2 en varones que en mujeres. 
Si comparamos las tasas de incidencia de DMT2 en Europa con los datos de estudios realizados 
en territorio español basados en PTOGs, las cifras son similares, pero muy dispares entre 
estudios 41,42. Datos procedentes de dos estudios prospectivos realizados en población adulta del 
norte de España, el estudio de Lejona (realizado en Vizcaya) 43 y el estudio Asturias (realizado 
en el Principado de Asturias) 44, muestran una incidencia de 8,2 y 10,8 casos por 1.000 
personas‐año respectivamente, incrementándose la incidencia partir de los 60 años de edad. En 
el estudio Asturiano se observaron diferencias en la incidencia de DMT2 según el grado de 
hiperglucemia que presentaban los sujetos al inicio del seguimiento. La incidencia expresada en 
casos por 1.000 personas-año fue de 5 en individuos con normoglucemia, de 21 en individuos 
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con TAG, de 34,7 en individuos con una GBA, y de 95,2 en individuos que presentaban una 
combinación de GBA y TAG. Algo similar fue observado en otro estudio realizado en nuestro 
entorno inmediato, Reus-Tarragona (Cataluña), el estudio TAG 45. En este estudio se estimó que 
la incidencia media anual de DMT2 fue del 9,2%, un 14,2% para el grupo de sujetos con TAG y 
un  5,3% para el grupo de con tolerancia normal de la glucosa. En esta misma región, un estudio 
longitudinal retrospectivo 46, realizado en un centro de Atención Primaria de Sant Adrià del 
Besòs (Barcelona), estimó una incidencia anual de 3,7 casos por 1.000 personas. Aunque 
ligeramente mayor, estas cifras concuerdan con otros estudios realizados en la en la Comunidad 
de Madrid 47 y en Málaga (estudio Pizarra) 33, que sitúan la incidencia anual de DMT2 entre el 
9,4  y 19,1 nuevos casos por 1000 habitantes, respectivamente.  
En general, y con todos los datos anteriormente reportados se puede afirmar que la DMT2 es un 
importante problema de salud pública a nivel global, que irá incrementándose en los próximos 
años si no se toman las medidas de prevención y control oportunas. 
 
1.1.4. Fisiopatología de diabetes mellitus tipo 2 
La fisiopatología de la DMT2 es compleja, pero existe pleno consenso reconociendo que la 
alteración del metabolismo de la glucosa es consecuencia de una combinación de resistencia a la 
acción de la insulina e inadecuada secreción de insulina como respuesta compensatoria por 
parte de las células β pancreáticas 48,49.  
 
Concepto de resistencia a la insulina y principales funciones de la insulina 
La resistencia a la insulina (RI) se define como la incapacidad genética o adquirida de los tejidos 
diana de responder normalmente a la acción de la insulina circulante. 
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La insulina es una hormona anabólica secretada por las células β del páncreas en respuesta a 
diversos estímulos, siendo la glucosa el más relevante, cuya función principal es mantener la 
homeostasis glucemia y de otros sustratos energéticos a través del equilibrio entre la acción y 
secreción de la insulina. En situación post-prandial se produce un aumento de los niveles de 
glucosa plasmáticos. Como respuesta y para intentar mantener una glucemia constante, el 
páncreas responde mediante la secreción de insulina, cuyas principales funciones son: a) 
estimular la captación y almacenamiento de la glucosa en tejidos como el musculo, tejido 
adiposo e hígado mediante la estimulación de la síntesis de glucógeno, y estimula la síntesis 
proteica en el musculo e hígado; b) inhibir la gluconeogénesis y proteólisis hepática; y c) inhibir 
los procesos de lipólisis en el tejido adiposo, disminuyendo la circulación de ácidos grasos libres 
(AGL), mientras que estimula la lipogénesis, favoreciendo la síntesis de triglicéridos y la 
acumulación de éstos en los adipocitos.  
En un estado de RI o sensibilidad a la insulina disminuida, la acción de esta hormona a nivel 
celular está reducida, lo que hace que aumente la secreción de insulina (hiperinsulinemia) para 
compensar el defecto en la acción tisular, a fin de mantener la homeostasis glucemia. Esta RI 
mantenida conduce a un fracaso de las células β del páncreas que en combinación, provocan la 
hiperglucemia debido a una disminución del transporte de glucosa al interior de la célula en los 
tejidos diana y por un aumento de la producción hepática de glucosa. Además de otras 
alteraciones en la homeostasis de los ácidos grasos, de los triglicéridos y de las lipoproteínas, 
que van a favorecer la aparición de DMT2 48–51 ( ver Figura 2). 
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Figura 2. Fisiopatología de la hiperglucemia y aumento de ácidos grasos circulantes en la DMT2. Adaptado de: 
Stumvoll M, Goldstein BJ, van Haeften TW. 2005 52 
 
Evaluación de la resistencia insulínica 
La RI puede ser determinada mediante varios métodos diagnósticos: 1) el clamp 
hiperinsulinémico-euglucémico, que representa el estándar de oro para medir la sensibilidad 
tisular a la insulina y la secreción de insulina aunque, por su complejidad, no es de utilidad 
clínica, 2) los índices de RI basados en mediciones de ayuno, HOMA-IR (Homeostasis Model 
Assessmentof Insulin Resistance) y QUICKI (Quantitative Insulin Check Index), que por su 
simplicidad y buena correlación con el método clamp son los más utilizado para evaluar RI en la 
clínica y, 3) el índice Matsuda-DeFronzo (ISI-Compuesto) calculado a partir de las mediciones de 
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Mecanismos moleculares de acción y señalización de la insulina 
Una vez que la insulina entra en la circulación sistémica, ésta inicia su acción uniéndose a su 
receptor (IR, insulin receptor, en inglés), situado en la superficie de las células. Éste pertenece a 
la familia de receptores que poseen actividad intrínseca cinasa de tirosina. La unión insulina-IR, 
estimula su autofosforilación, así como la de varios sustratos de señalización intracelulares, 
incluyendo los miembros de la familia de sustratos del IR (IRS) — IRS-1, IRS-2, IRS-3 y IRS-4 — 
y las proteínas Cbl, Shc, y Gab1, que actúan como proteínas intracelulares de anclaje para otras 
proteínas. Como consecuencia de todos estos eventos, se activa una serie de reacciones de 
fosforilación/desfosforilación en cascada que desembocan en los importantes efectos 
metabólicos y mitógenos derivados de la insulina 50,54. 
Las tres principales vía de señalización que emanan de la activación del IRS son (ver Figura 3) 
50,54 : a) La vía de la cinasa de fosfoinositol trifosfato (PI3-K), donde la PI3-K activada cataliza la 
formación de fosfoinositol-3-fosfatos, el cual se comporta como un segundo mensajero que 
puede activar la PDK, y ésta a su vez fosforila y activa a la Akt (existen en tres isoformas: Akt1, 
Akt2 Akt13) y la PKC. La fosforilación de estas proteínas es necesaria para activar la 
translocación de las vesículas intracelulares que contienen el transportador de glucosa de alta 
afinidad GLUT4 hacia la membrana plasmática, activar la glucogénesis, la lipogénesis y la 
síntesis de proteínas. 
b) Además de la vía PI3-K, en tejidos sensibles a la insulina, el transporte de glucosa se estimula 
también por otra vía secundaria, la vía CAP/Cbl/Tc10. Y finalmente, c) la vía de señalización que 
involucra a las cinasas activadas por mitógenos (MAPK, siglas en inglés), esencial en la 
regulación del crecimiento y proliferación celular, así como de la expresión génica 50,54. La 
activación de ésta vía es mediada por el complejo Grb2/SOS que activa a Ras (proteína GTP-
Ras). Las principales familias de MAPKs que pueden ser activadas vía Ras son tres, cinasa c-Jun 
NH2-terminal (JNK), cinasa activada por señales extracelulares (ERK) y cinasa p38.  
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Para cada uno de los pasos que se activan por la acción de la insulina existen complejos y 
sensibles mecanismos de control que limita la duración y las señales. Unos de autorregulación a 
través del IR  y sus IRS, y otros de desensibilización a través de vías alternativas. Las fosfatasas 
encargadas de esta función son la proteína fosfatasa de tirosina 1β (PTP1β), homólogo de 
fosfatasa y tensina (PTEN) y SHIP-2. 
 
 
Figura 3. Vías de transducción de señales tras la acción de la insulina. Fuente: Saltiel AR, Kahn CR. 2001 55 
 
Mecanismos responsables del desarrollo de la resistencia a la insulina 
Aunque siendo múltiples los mecanismos que pueden conducir hacia la RI, estos pueden ser 
clasificados fundamentalmente como alteraciones: a) a nivel receptor, en la unión insulina–IR, 
y/o, b) a nivel post-receptor, tras la unión insulina–IR, que involucran desensibilización en los 
IRS o en proteínas que forman parte de la cascada de señales intracelulares desencadenadas por 
la acción de la insulina.   
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Las fosforilaciones en los residuos de serina/treonina a nivel del IR y de sus IRS llevadas a cabo 
por cinasas de serina/treonina [como las proteínas mTOR (mammalian Target of Rapamycin), 
PKC, IKK (cinasa del inhibidor de NFκB) o JNK], se consideran uno de los mecanismos claves 
para el desarrollo de resistencia a la insulina. Estas cinasas, pueden inducir la disociación de los 
IRS del IR, bloquear sitios de fosforilación en tirosinas en los IRS, separar a éstos del complejo 
de proteínas acopladas o su degradación 56,57. 
De hecho, se ha descrito una reducción en la actividad tirosina cinasa del RI y sus IRS en 
rabdomiocitos de pacientes obesos con RI o pacientes diabéticos, siendo en algunos casos 
consecuencia de un aumento en la cantidad de serinas fosforiladas 58,59. Sin embargo, se ha 
propuesto que las alteraciones post-receptor son las más frecuentes en condiciones patológicas 
tal como la obesidad y/o DMT2, y posiblemente las que están más directamente implicadas en el 
desarrollo de la RI 60. 
Como inductores de RI se han implicado a un gran número de citocinas pro-inflamatorias como 
el TNF-α y la IL-6 entre otras, además de los AGL que inhiben la fosforilación de IRS-1; tal como 
se ha comentado, dicha inhibición y la disminución de la unión IR-IRS1 condicionan la RI 50,61. 
 
1.1.5. Factores de riesgo de diabetes mellitus tipo 2 
La DMT2 es una patología compleja de etiología multifactorial, en la que factores genéticos y 
ambientales interactúan jugando un papel importante como favorecedores del desarrollo de la 
enfermedad. A continuación se realiza una breve descripción de los distintos factores que 
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1.1.5.1. Factores de riesgo no modificables 
a) Factores familiares y/o genéticos 
En lo que respecta a los antecedentes familiares de DMT2 y su relación con el riesgo de 
desarrollarla, son escasos los estudios que se han centrado en valorar tal efecto. Resultados 
provenientes de estudios epidemiológicos muestran que la existencia de progenitores con 
DMT2 se asocia a mayor riesgo de desarrollar la enfermedad por parte del descendiente. Ha sido 
descrito que el riesgo de desarrollar DMT2 es del 40% para aquellos que tienen un padre 
afectado (mayor si es la madre en lugar del padre), y del 70% si ambos padres son diabéticos 62. 
También se ha descrito, que en gemelos monocigóticos (idénticos genéticamente), la tasa de 
concordancia de la enfermedad se acerca al 100%, mucho más alta que la observada en gemelos 
no idénticos (dicigóticos) o entre hermanos 63. Además, la predisposición genética en la DMT2 es 
confirmada por las observaciones de que existen diferencias en las tasas de prevalencia de la 
enfermedad entre diferentes poblaciones y etnias 4, incluso después de la migración de grupos 
étnicos enteros a otro país. Estos hechos, muestra indicios de que los antecedentes familiares de 
DM actúan de forma independiente de las influencias ambientales 64–66. 
Aunque todavía es poco conocido, el papel de la genética en la DMT2 está bien documentado. En 
los últimos años han sido identificados un gran número de variantes genéticas. Sin embargo, la 
implicación de múltiples genes que interactúan entre sí de una manera epistática en la 
patogénesis de la DMT2 puede explicar por qué, a pesar de los enormes esfuerzos realizados 
hasta la fecha, los mecanismos funcionales por los que los genes asociados son responsables de 
un aumento de la susceptibilidad a la DMT2 sigue sin esclarecerse 67–69.  
La mayoría de los genes identificados están involucrados en la masa y/o función de las células β, 
sugiriendo que la mayor parte del riesgo asociado con la DMT2 se refiere a defectos genéticos en 
las células β, mientras que la RI es el resultado principalmente del componente ambiental 
(incremento de la ingesta calórica, exceso de peso, y estilos de vida poco saludables que 
incluyen el sedentarismo y la dieta, entre otros) 67,68. 
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Algunos ejemplos de importantes variantes genéticas implicadas en la secreción de la insulina 
incluyen: polimorfismos en gen que codifica para CAPN10 y IRS-1 70–72. Tal como, la variante 
Gly972Arg de IRS-1 que determina un defecto en la unión de la subunidad p85 de la PI3-K, 
causando una disminución en la secreción de insulina 73; polimorfismos en el gen ABCC8 
(conocido como SUR1) y en el gen KCNJ11 que codifica para una proteína llamada Kir6.2. Los 
dos genes están implicados en la formación de los canales de K+ sensible a ATP,  un factor clave 
en el proceso de secreción de la insulina en las célula β 68; polimorfismos en el gen de TCF7L2 
que codifica al factor transcripcional TCF4, siendo la variante rs7903146 la que mayor efecto 
produce sobre el riesgo de DMT274. 
Entre las variantes genéticas en genes implicados en la acción de la insulina, polimorfismos en el 
gen HMGA1, un regulador clave de la expresión génica del IR, muestran las asociaciones más 
fuertes con el riesgo de DMT2, y su variante más frecuente, rs146052672 es la que confiere un 
mayor riesgo de diabetes 75,76. Algunas otras variantes genéticas que predisponen al desarrollo 
de RI han sido identificadas en los genes que codifican para GKRP (proteína reguladora de la 
glucocinasa), y para IGF-1 77. También se han descrito 3 loci nuevos asociado con mayores 
niveles de insulina en ayunas y una reducción de la sensibilidad a la insulina, en los genes FTO, 
KLF14 y PPARg 70. Otros gen implicado en la DMT2 es el GRB14, que codifica para la proteína 
adaptadora Grb14 78. 
 
b) Edad y sexo  
Tener una edad avanzada confiere un riesgo mayor de desarrollar DMT2. Casi la mitad de todos 
los adultos con DMT2 en el mundo tienen entre 40 y 59 años de edad. Las personas que 
actualmente tienen TAG tienen usualmente menos de 50 años (153 millones de personas en 
todo el mundo), y casi un tercio están en el grupo de población de 20 a 39 años de edad. Éstos, si 
no son tratados, corren un alto riesgo de desarrollar DMT2 con el tiempo 4. 
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El sexo es un factor cuyo papel en la progresión a DMT2 todavía es controvertido, con 
evidencias tanto a favor 43,44,47 como en contra de su posible implicación 33,46. A nivel mundial, la 
prevalencia de diabetes es similar en hombres y mujeres, siendo ésta ligeramente más alta en 
hombres sobre todo en edades más avanzadas (198 millones de hombres frente a 184 millones 
de mujeres) 4. Sin embargo, existen pruebas de que en algunos países la tasa de prevalencia y la 
de incidencia de DMT2 está aumentando en niños, adolescentes y jóvenes adultos con 
sobrepeso, siendo considerablemente estas cifras superiores en mujeres que en varones 79.  
 
c) Diabetes gestacional 
La diabetes gestacional se desarrolla en un 6 a 8% de los embarazos y algunos estudios 
describen que las mujeres con antecedentes de diabetes gestacional presentan un mayor riesgo 
de desarrollar DMT2 con el tiempo. De acuerdo a lo observado por Lee y colaboradores 80, en 
5470 gestantes con diabetes gestacional y 783 controles, después de 15 años de seguimiento, el 
riesgo de desarrollar DMT2 fue 9.6 veces mayor en gestantes que habían padecido diabetes 
gestacional respecto a las gestantes que no cursaron con esta enfermedad durante el embarazo.  
 
1.1.5.2. Factores de riesgo modificables 
a) Estilos de vida  
Existe evidencia suficiente demostrando que la DMT2 se puede prevenir con cambios de estilo 
de vida. Una modificación del estilo de vida promoviendo la pérdida de peso a través de dietas 
hipocalóricas, junto con el aumento de la actividad física, se ha visto que puede reducir el riego 
relativo de diabetes hasta un 50% 81,82, valores que van incluso más allá de los obtenidos 
mediante tratamiento farmacológico 83.  
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Existen numerosas evidencias científicas basadas en estudios prospectivos de grandes cohortes 
que justifican la recomendación de seguir una dieta saludable para la prevención y control de la 
DMT2 84,85. 
Uno de los principales patrones saludables conocido por sus efectos beneficiosos sobre la salud 
es el que se conoce como "dieta Mediterránea". Este patrón de dieta se caracterizada por una 
ingesta elevada de frutas, verduras, legumbres, cereales integrales, frutos secos y aceite de oliva 
virgen extra; un consumo moderado de pescado y alcohol, y una ingesta baja de carnes, dulces y 
alimentos procesados 86,87. De hecho, varios estudios prospectivos han demostrado una 
asociación inversa entre el grado de adherencia a un patrón alimentario tipo Mediterráneo y la 
incidencia  de DMT2 88–94. Estos estudios aportan suficientes evidencias científicas para asegurar 
que una dieta como la dieta Mediterránea previene la aparición de DMT2. 
El máximo grado de evidencia disponible a este respecto procede del ensayo de campo 
PREDIMED 94,95, el ensayo de campo más grande realizado en España con personas de alto 
riesgo cardiovascular. Tras una intervención de más de 4 años de seguimiento, los participantes 
aleatorizados a los grupos de intervención con dieta Mediterránea enriquecida con aceite de 
oliva virgen (1L/semana) o con frutos secos (30 g/día), presentaron una reducción significativa 
del riego de incidencia de DMT2 del 40% y una reducción del riesgo no significativa de 18% 
respectivamente, en comparación con los participantes que seguían recomendaciones para 
seguir una dieta baja en grasa. Estos cambios se observaron en ausencia de variaciones en el 
peso corporal y sin cambios significativos en la actividad física 88. Estos mismos hallazgos se 
observaron en un subestudio del ensayo PREDIMED publicado anteriormente en la cohorte de 
Reus-Tarragona, donde ambas dietas Mediterráneas reducían en un 48% el riesgo de incidencia 
de DMT2 determinado anualmente mediante PTOGs 89. 
En línea con lo anterior, en un subestudio publicado en la cohorte de PREDIMED, tras 3 meses 
de intervención, se observó una mejora de los niveles plasmáticos de glucosa en ayunas, una 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
MARCADORES BIOQUÍMICOS EMERGENTES RELACIONADOS CON DIABETES MELLITUS TIPO 2 






menor RI y una reducción en los marcadores de inflamación circulantes en los dos grupos de 
intervención aleatorizados a  seguir la dieta Mediterránea en comparación al grupo control 96 lo 
que podría explicar esta protección en cuanto a padecer diabetes a largo plazo. 
Además del patrón de dieta Mediterránea, numerosos estudios han observado que el patrón de 
dieta tipo DASH (Dietary Approaches to Stop Hypertension), el cual se aconseja para tratar la 
hipertensión y las dietas veganas carentes de productos de origen animal se han asociado con 
una reducción en la incidencia de DMT2 97–102. 
Por el contrario, la adherencia a un patrón dietético "Occidentalizado” (caracterizado por 
ingesta elevada de carne roja, carnes procesadas, patatas fritas, productos lácteos de alto 
contenido en grasas, dulces y postres) se ha asociado con un mayor riesgo de padecer con el 
tiempo DMT2, así como con un peor control de la glucemia 103,104. Por ejemplo, en un estudio 
prospectivo realizado por Van Dam y colaboradores 105, tras 12 años de seguimiento se observó 
que aquellos que consumían un patrón dietético "Occidentalizado" presentaban un 59% mayor 
riesgo de desarrollar DMT2. Este riesgo era incluso superior en los sujetos que al inicio 
presentaban obesidad 105.  
 
Actividad Física 
El nivel de actividad física se ha reducido en las últimas décadas, siendo el sedentarismo un 
importante factor de riesgo de hiperglucemia, hipertensión, dislipemia y enfermedad 
cardiovascular, tanto en individuos sanos como en aquellos que presentan una DMT2 106–109. Sin 
embargo, a pesar de los conocidos beneficios que tiene para la salud la actividad física, las 
personas con DMT2 suelen ser más sedentarios y realizar menos actividad física 109,110.  
La mayoría de los beneficios de la práctica de actividad física tanto para el control de la DMT2, 
como para su prevención pueden explicarse a través del control agudo y crónico de la acción de 
la insulina 111–113. Varios estudios han demostrado de forma consistente que la progresión de 
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prediabetes a DMT2 se reduce con la pérdida de peso y el aumento en la actividad física 114, 
mientras que en sujetos con DMT2, las intervenciones promoviendo la actividad física favorece 
no tan solo el control metabólico de la enfermedad, sino también el riesgo a largo plazo de las 
complicaciones relacionadas con ésta 115–117.  
En el estudio de InterAct (incluyendo datos de 26 centros de ocho países: Dinamarca, Francia, 
Alemania, Italia, España, Suecia, Reino Unido, los Países Bajos), una diferencia en el nivel de 
actividad física (por ejemplo, entre inactividad y actividad moderada) se asoció con una 
reducción del 13% y 7% en el riesgo de incidencia DMT2 en hombres y mujeres, 
respectivamente 118. 
Por otro lado, no solo es importante la práctica de actividad física si no también la intensidad y 
la frecuencia con la que se practica. Existen evidencias que demuestran que los individuos que 
practican regularmente actividades físicas de intensidad moderada tienen un 30% menos riesgo 
de desarrollar DMT2 en comparación con los individuos sedentarios 119. Además, la misma 
disminución en el riesgo de DMT2 se ha visto en personas que practican caminatas regulares 
con una frecuencia ≥2,5 h/semana a paso ligero, en comparación con los personas que casi ni 
caminan 119.  
 
Hábito tabáquico 
El hábito tabáquico activo es un factor de riesgo altamente documentado DMT2 120. Varios 
estudios prospectivos de cohortes también han observado una mayor incidencia de DMT2 entre 
los individuos fumadores pasivos 121, que según un estudio publicado en el 2011, son un 40% de 
los niños, un 33% de los varones, y un 35% de las mujeres en todo el mundo 122.  
 
 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
MARCADORES BIOQUÍMICOS EMERGENTES RELACIONADOS CON DIABETES MELLITUS TIPO 2 






b) Sobrepeso u obesidad 
El sobrepeso y la obesidad constituyen un serio problema de salud pública a nivel mundial. El 
principal condicionante son los cambios en los estilos de vida, los cuales han ido acompañados 
de una ganancia de peso como consecuencia de un disbalance energético - con un mayor ingesta 
de calorías procedente principalmente de los alimentos con altos contenidos en azúcares y 
grasas saturadas - y una reducción de la práctica de actividad física.   
La OMS define la obesidad como la acumulación anormal o excesiva de grasa corporal total que 
puede ser perjudicial para la salud; definiendo como sobrepeso aquellos individuos que 
presentan un IMC (Índice de Masa Corporal) igual o superior a 25 kg/m2 y obesidad a aquellos 
con IMC igual o superior a 30 kg/m2 123.  
El exceso de peso corporal es uno de los factores de riesgos modificables más importantes para 
la DMT2. Las tasas de prevalencia e incidencia de DMT2 están aumentando exponencialmente 
en forma paralela al incremento del sobrepeso y obesidad a nivel mundial 124. A pesar que no 
todos los individuos diabéticos son obesos y que muchos sujetos obesos no tienen diabetes, 
existen varios estudios que confirman que en general la mayoría de los sujetos con DMT2 tienen 
sobrepeso. Asimismo, las personas obesas tienen un mayor riesgo de desarrollar DMT2 con el 
tiempo 125. Por ejemplo, en el estudio NHANES (The National Health and Nutrition Examination 
Survey) 1999–2004, realizado en EE.UU. en población a partir de 19 años de edad, se observó 
que el riesgo en la prevalencia de diabetes incrementaba linealmente con el IMC. El rango en el 
riesgo fue de 2,4% para individuos con peso normal (IMC, 18,5-24,9 kg/m2) hasta 14,2% para 
individuos con obesidad clase III (IMC ≥ 40,0 kg/m2) 126. Más recientemente, en un meta-análisis 
de estudios de cohortes prospectivos procedentes de EE.UU. y Europa, se observó que tanto el 
sobrepeso como la obesidad se asociaban a un incremento en el riesgo de diabetes. Los hombres 
obesos tenían 7 veces más riesgo de desarrollar DMT2, mientras que las mujeres con obesidad 
presentaban un riesgo de diabetes 12 veces mayor en comparación con los individuos situados 
en el rango de peso saludable 127.  
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Más que la que la cantidad grasa corporal total, la distribución de la grasa y sobre todo a nivel 
abdominal, se ha visto que es más importante en la evaluación de riesgo de la enfermedad 128. De 
hecho, varios estudios prospectivos indican que el perímetro de la cintura o el ratio 
cintura/cadera podrían ser mejores indicadores de riesgo de DMT2 que el propio IMC 127,129–133. 
Sin embargo, en una revisión sistemática y meta-análisis de 17 estudios prospectivos (de entre 3 
y 15 años de seguimiento) y 35 estudios transversales realizado sobre adultos de 18 a 74 años 
de edad, tanto el IMC como el perímetro de la cintura fueron predictores y se asociaron de forma 
independiente con la DMT2 134.  
Cercano a nuestra región, en la cohorte española del estudio EPIC (European Prospective 
Investigation into Cancer and Nutrition) realizado sobre 37.733 participantes durante 12 años 
de seguimiento se analizó el riesgo de incidencia de DMT2 según distintas medidas 
antropométricas. En éste estudio se observó que tanto la obesidad general como obesidad 
abdominal se asociaban de forma independiente con el riesgo de desarrollar DMT2; el mejor 
indicador de riesgo fue el IMC en hombres, y los indicadores de obesidad abdominal como el 
perímetro de la cintura, e índices cintura-cadera y cintura-altura en mujeres 135. Asimismo, en 
un subestudio realizado por nuestro grupo en una población de elevado riesgo cardiovascular 
del estudio PREDIMED, se encontró que el índice cintura‐altura y perímetro de la cintura fueron 
mejores predictores del riesgo de  prevalencia de DMT2 que el IMC o el peso corporal 136. 
A todo lo anterior,  se le suman los resultados de estudios prospectivos que han valorado a largo 
plazo la relación entre los cambios de peso y la incidencia de diabetes 137–143. Por ejemplo, en la 
cohorte NHEFS (The National Health and Nutrition Examination Survey I Epidemiologic Follow-
up Study) valorando 1.929 adultos no diabéticos con sobrepeso se observó que por cada 
kilogramo de peso ganado al año (durante un promedio de 10 años) aumentó en un 49% el 
riesgo de desarrollar DMT2 en los siguientes 10 años en comparación con los individuos que 
mantenían un peso estable. A la inversa, por cada kg/año de peso perdido se asoció con un 33% 
menos riesgo de DMT2 137. Éste hallazgo se replicó en la cohorte de los profesionales Sanitarios 
(Health Professionals Follow‐up Study) 139 con 22.171 sujetos. En éste estudio se observó que 
por cada kg de peso ganado entre los años 1986 y 1996, el riesgo en la incidencia de DMT2 
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aumentaba en un 7,3% en los siguientes 4 años. Asimismo, un aumento de la grasa abdominal se 
asociaba positivamente con el riesgo de DMT2 independientemente de los cambios ocurridos en 
el peso durante el seguimiento 139. 
Por lo tanto, y dado el efecto que tiene el exceso de peso sobre el desarrollo de la DMT2, todas 
las estrategias enfocadas a la pérdida peso y basadas principalmente en cambios en los estilos 
de vida contribuyen directamente en reducir el riesgo de DMT2, y además, controlar la diabetes 
una vez establecida 83,114,144–146.  
 
1.1.6. Obesidad, inflamación y resistencia a la insulina 
La obesidad, y principalmente la obesidad de predominio abdominal, ha sido asociada a un 
estado de inflamación crónica de bajo grado caracterizado por la producción anormal de 
citocinas pro- y anti-inflamatorias, con un aumento de las primeras y una disminución de las 
segundas, secretadas por los adipocitos hipertrofiados. Asimismo, la obesidad induce la 
acumulación de macrófagos en tejido adiposo que contribuyen a la producción de muchas de las 
moléculas inflamatorias secretadas por éste. Dichas moléculas activan, regulan o son 
mediadores de vías de señalización pro-inflamatorias 147–154 implicadas en el desarrollo de 
aterosclerosis y RI inducida por la obesidad 147, la cual favorece el desarrollo de SM y de la 
DMT2 155–158. 
Entre la variedad de moléculas segregadas por el tejido adiposo, se ha observado que los 
individuos obesos poseen concentraciones séricas incrementadas de citocinas de acción pro-
inflamatorias como TNF-α, IL-6, IL-1, IL-8, leptina, visfatina, resistina, PAI-1 (inhibidor del 
activador del plasminógeno), RBP4 (proteína transportadora de retinol tipo 4) y MCP-1 
(proteína quimio atrayente de monocitos-1). Todas estas citocinas pro-inflamatorias se 
encuentran involucradas en el desarrollo de la RI, ya sea directamente por que afectan a la vía 
de señalización de la insulina o indirectamente a través estimulación de las vías inflamatorias. 
Por el contrario, el tejido adiposo de sujetos delgados segrega moduladores inflamatorios como 
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la adiponectina, vaspina e IL-10, con función insulino-sensibilizadora, mejorando la acción de la 
insulina 156,159–161. 
Un claro ejemplo y muy bien estudiado de citocina pro-inflamatoria, es el TNF-α, que fue la 
primera molécula que relacionó obesidad, inflamación y RI. El TNF-α es una de las principales 
citocinas pro-inflamatoria implicada en la respuesta inflamatoria en el adipocito y el músculo 
esquelético. En humanos, los niveles circulantes de TNF-α están elevados en sujetos obesos y 
sujetos con resistencia a la insulina, y éstos se asocian positivamente con el IMC. Asimismo, se 
ha encontrado un incremento en los niveles plasmáticos de TNF-α asociado paralelamente con 
el incremento del número de componentes del SM 162. Por el contario, se han observado unas 
reducciones en los niveles circulantes y en de expresión del RNAm del TNF-α en tejido adiposo 
de sujetos obesos tras la pérdida de peso corporal 163,164.  
Además, se ha descrito que en células de tejido adiposo in vitro, la exposición durante 24 horas a 
TNF-α produce una disminución en la expresión de genes que codifican para los 
transportadores de glucosa GLUT4 y de varias proteínas de señalización de la insulina, 
incluyendo el IR, el IRS-1, y la AKT 165. También se ha observado que un incremento de la 
expresión de RNAm de TNF-α en tejido adiposo de sujetos obesos se correlaciona positivamente 
con la RI 166. El TNF-α disminuye la señalización intracelular del IR en adipocitos y en células de 
músculo esquelético humano. Debido a su capacidad para fosforilar la serina del SRI-1 mediante 
un mecanismo dependiente de JNK1/2, disminuyendo así la actividad tirosina cinasa del 
receptor de insulina y por tanto disminuyendo la amplificación intracelular de la señal de éste, 
generando un estado de resistencia a la insulina 163,167. Por lo tanto, estos hallazgos junto con 
otros muchos, sugieren que el TNF-α es una molécula que juega un papel importante en la 
regulación de la acción de la insulina y la homeostasis de la glucosa en la obesidad 166. 
Junto con el TNF-α, otra de las citocinas inflamatorias mejor estudiadas en relación con la 
obesidad y la resistencia a la insulina, es la IL-6. Respecto al metabolismo de la glucosa, se ha 
publicado que la expresión de RNAm de IL-6 en tejido adiposo está incrementada en estados de 
obesidad y resistencia a la insulina 168. Asimismo, los niveles séricos de IL-6 se han encontrado 
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elevados en sujetos obesos 161,169, y éstos se han asociado inversamente con medidas de 
sensibilidad a la insulina en individuos aparentemente sanos 170. De hecho, algunos autores 
proponen que niveles séricos elevados de IL-6 pueden predecir el desarrollo de DMT2 171. 
Los mecanismos moleculares mediante los que la IL-6 causa resistencia o sensibilidad a insulina 
no se conocen con exactitud. Sin embargo se ha propuesto, que de manera similar a la acción del 
TNF-α, la IL-6 disminuye la activación del IRS-1 y de la PI3-K, condición que contribuye a la 
resistencia a la insulina en músculo.  
Por otra parte, la IL-6 es un potente inductor de proteínas hepáticas de respuesta de fase aguda, 
como son la proteína C reactiva (PCR), el fibrinógeno, la haptoglobina y la proteína sérica del 
amiloide A, con las implicaciones que todas ellas tienen en los procesos inflamatorios 172,173. 
Finalmente, otra importante molécula secretada por el tejido adiposo, en este caso, con acciones 
anti-inflamatorias que sugieren un papel protector en el desarrollo de RI es la adiponectina 174. 
La deficiencia de adiponectina o la de sus receptores en modelos animales, da lugar a un estado 
de RI; y, recíprocamente, la administración de adiponectina o la sobreexpresión de los 
receptores de adiponectina mejoran la acción de la insulina y la diabetes 173.  
Varios estudios han demostrado que tanto en humanos como en modelos animales la expresión 
de adiponectina se encuentra disminuida en todos los procesos relacionados con estados de 
inflamación y RI, como en la obesidad y la DMT2, así como en la enfermedad cardiovascular 174–
176. En un estudio realizado por Hotta y colaboradores.,176 encontraron que los niveles de 
adiponectina fueron más bajos en pacientes con DMT2 que en los pacientes no diabéticos, y que 
éstos fueron especialmente más bajos en sujetos con enfermedad coronaria. En este estudio, las 
concentraciones de adiponectina se correlacionaron negativamente con la glucosa plasmática, 
los niveles de insulina y triglicéridos e IMC, pero positivamente con los niveles séricos de HDL-
colesterol 176. Asimismo, varios estudios prospectivos han sugerido que niveles séricos elevados 
de adiponectina juegan un papel protector en el desarrollo de DMT2 177–179. 
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La acción “antidiabética” y de mejora de la sensibilidad a la insulina de la adiponectina se 
explica, en parte, por sus efectos sobre el metabolismo hepático y muscular. La adiponectina 
inhibe la gluconeogénesis hepática, y aumenta la captación y utilización de la glucosa por el 
músculo esquelético. Además, ésta favorece la reducción del contenido en triglicéridos en 
hígado y músculo, ya que estimula la oxidación de ácidos grasos y suprime la lipogénesis, 
procesos  relacionados con la patogénesis de la RI. Todos estos efectos de la adiponectina en 
células hepáticas y musculares están mediados por mecanismo que involucra la activación de las 
MAPK y del PPARα 173,180.  
Por otro lado, está el papel protector de la adiponectina frente a la inflamación, que parece 
deberse a sus efectos inhibitorios sobre la secreción y señalización del TNF-α, y mediante la 
inhibición indirecta de otras moléculas pro-inflamtorias como IL-6 y la PCR así como moléculas 
de adhesión endotelial como ICAM-1 (molécula de adhesión intercelular-1) y VCAM-1(molécula 
de citoadhesión vascular-1), ya que la producción de todas ellas esta inducida por TNF-α 174.  
Esto pone de manifiesto que el tejido adiposo no actúa solo como un simple reservorio de 
energía, sino también como un tejido muy activo que secreta importantes moléculas, que 
ejercen sus funciones biológicas de manera autocrina, paracrina, o sistémica, e influyen en 
varios procesos fisiológicos relacionados con el metabolismo energético, el metabolismo de la 
glucosa, y la inmunidad imnata 160,181. 
 
1.1.7. Biomarcadores del estado inflamatorio y diabetes mellitus tipo 2 
Existen numerosos estudios sugiriendo que individuos con nuevo diagnóstico de DMT2 ya 
presentaban evidencia de una inflamación sistémica en el momento del diagnóstico, y que la 
enfermedad (o la hipertrigliceridemia 182) ha estado presente ya, desde hace años hasta 
desarrollar la condición que predispone a la enfermedad (por ejemplo, el sobrepeso; ver figura 
5) 6,77,171,183–185. Estos hallazgos junto a que es sabido que más de un tercio de las personas con 
DMT2 no están diagnosticadas, indican la necesidad de establecer predictores más sensibles y 
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específicos de riesgo temprano. En este sentido, datos recientes de estudios transversales y 
prospectivos, han demostrado que las concentraciones circulantes de  IL-6 y PCR, están 
asociadas con la DMT2 186, sugiriéndose como posibles biomarcadores candidatos para la 




Figura 4. Relación entre marcadores inflamatorios y factores específicos de la enfermedad como una etapa 
patológica continua, pasando desde el sobrepeso a la DMT2 y a la ECV. Adaptado de: Badawi A, y col., 2010 185 
 
Además, son varias las evidencias de estudios prospectivos que también han demostrado de 
forma convincente una asociación entre las concentraciones circulantes de diversos marcadores 
de inflamación secretados por el tejido adiposo como PAI-1, 171, IL-6, IL8, angiotensinógeno 
(AGT), factor de crecimiento TGF-beta 1 (TGF-β1), y la adiponectina 177,179,187, leptina 188,189 y la 
resistina entre otros, con indicadores de aumento de grasa corporal, resistencia a la insulina, 
enfermedad cardiovascular y la predicción del riesgo de DMT2 6,190,191.  
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Por otro lado, también cabe destacar, que junto con moléculas derivadas del tejido adiposo, 
otros marcadores procedentes de diferentes índoles en este contexto de obesidad e inflamación, 
también están adquiriendo gran interés, ya que han sido relacionados con procesos 
inflamatorios asociados al desarrollo de RI, factores de riesgo cardiovascular e incidencia de 
DMT2 6,192. Estos incluyen a) moléculas de adhesión endotelial: ICAM-1, VCAM-1, MCP-1 
(proteína quimioatrayente de monocitos-1) 193, selectina-E 194, fibrinógeno, PAI-1 195 y, RBP4 196; 
b) proteínas de origen hepático: PCR 171, ALT (alanina aminotransferasa), GGT (gamma glutamil 
transferasa) 197,198; y, c) proteínas implicadas en el metabolismo del hierro como la ferritina y el 
receptor de transferrina 199–202. 
La mayoría de los estudios han investigado los biomarcadores de forma individual o en 
combinación con algunos otros biomarcadores de interés. Sin embargo, la evidencia hasta el 
momento es limitada sobre si la determinación de múltiples biomarcadores circulantes en 
sangre relacionados con las diferentes vías asociadas con el desarrollo de la DMT2 (por ejemplo, 
inflamación, disfunción endotelial), añaden un valor en la predicción de la DMT2 por encima de 
los predictores derivadas de los modelos de riesgo tradicionales sin incluir los biomarcadores. 
Además, todavía queda por dilucidar el papel de muchos de ellos en la patogénesis de la RI, así 
como los factores implicados en su regulación. Ya que en algunos casos se postula que estos 
marcadores pueden ser causa y en otros casos consecuencia de los procesos implicados. 
Por lo tanto, son necesarias más investigaciones para determinar un perfil de nuevos posibles 
biomarcadores candidatos que cubran diversos aspectos de la compleja fisiopatología de los 
procesos vinculados a la DMT2 y poder así determinar su aplicabilidad en la práctica clínica en 
la detección temprana del riesgo de DMT2. 
A continuación se discuten tres nuevas proteínas relacionadas con el metabolismo de la glucosa 
y que actualmente están adquiriendo gran interés: el TWEAK, el receptor scavenger CD163 y la 
osteocalcina. 
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1.1.8. Tumor necrosis factor-like weak inducer of apoptosis (TWEAK) 
El TWEAK, del inglés “Tumor necrosis factor-like weak inducer of apoptosis” es una citocina que 
pertenece a la superfamilia TNF, que activa al receptor Fn14 (Fibroblast growth factor-inducible 
14). En humanos, el TWEAK es inicialmente sintetizado como una glicoproteína transmembrana 
de tipo II con 249 aminoácidos (aa), formada por un dominio C‐terminal extracelular de 206 aa, 
que media la autotrimerización y la unión al receptor, un sitio de N‐glicosilación, un dominio 
transmembrana de 25 aa, y un dominio N‐terminal intracelular de 18 aa expuesto a la 
fosforilación por la PKC 203,204. 
Existen dos isoformas de TWEAK, una forma anclada a la membrana (mTWEAK) y otra forma 
soluble biólogicamente activa (sTWEAK) formada tras el procesamiento proteolítico por la 
endoproteasa furina 204, dando como resultado una secuencia de 156 aa formada básicamente 
por la región C-terminal, responsable de la trimerización del ligando y la unión al receptor. Las  
células pueden co-expresar ambas isoformas del TWEAK, el de membrana y el soluble, pero el 
mecanismo exacto que regula las concentraciones de ambos todavía se desconoce. 
Ambas isoformas presentan homología en el dominio C-terminal, son biológicamente activas y 
pueden unirse al único receptor funcionalmente conocido, el Fn14, y activar diversas cascadas 
de señalización asociadas a él 204,205. Entre las rutas de señalización que puede ser activadas por 
el sTWEAK se incluyen a la ruta canónica y no-canónica del NF-κB y las rutas de las MAPKs, 
especialmente, ERK, p38 y JNK 206,207. Por ejemplo, la activación de las rutas de NF-κB por el 
sTWEAK, promueven múltiples funciones biológicas y a menudo aparentemente opuestas, como 
puede ser la regulación de proliferación, diferenciación, angiogénesis, migración, supervivencia 
y, la apoptosis celular, así como la inducción de citocina pro-inflamatoria 208,209 (ver figura 5). 
Actualmente, todavía queda por dilucidar el mecanismo mediante el cual la unión TWEAK-Fn14 
puede producir efectos tan diferentes. Se ha propuesto que la acción específica del TWEAK en la 
activación diferencial de diversas rutas de señalización intracelular depende del contexto 
celular y tipo de tejido, así como de circunstancias fisiológicas o patológicas concretas. 
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Figura 5. Efectos biológicos inducidos por el sistema TWEAK/Fn14 a través de las vías de señalización 
intracelulares de NF-κB y MAPK. Adaptado de: Burkly LC. 2011 210 
 
 
Expresión de TWEAK 
El TWEAK es una citocina que se expresa de manera abundante en numerosos tejidos y tipos 
celulares, sobre todo en células relacionadas con el sistema inmunitario, incluyendo macrófagos, 
leucocitos entre otras y en varias líneas celulares de origen tumoral y células endoteliales 
203,204,211–213. 
Han sido descritas diversas situaciones en las que se ha visto una sobre-expresión de TWEAK. 
Esto ocurre por ejemplo, cuando se tratan monocitos primarios humanos con IFN-γ o acetato de 
forbol miristato 214 o las células monocíticas THP-1 con lipopolisacárido (un potente inductor de 
la inflamación) 215. Además, una sobre-expresión de éste, también se ha detectado localmente en 
varios tejidos inflamados en modelos animales experimentales y en tejidos humanos afectados 
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por enfermedades, incluyendo esclerosis múltiple 216, artritis reumatoide 217, lupus eritematoso 
sistémico 210,218 y aterosclerosis 219–222 
 
Receptor de TWEAK, Fn14 
El TWEAK es una citocina multifuncional que ejerce todas sus funciones uniéndose a su 
receptor. A pesar de que recientemente se ha demostrado que el receptor scanveger CD163 
puede actuar como receptor para TWEAK en situaciones patológicas 223, su único receptor 
funcionalmente conocido es el pertenece a la superfamilia de los TNFR, el Fn14 211.  
Al igual que el TWEAK, el Fn14 también se expresa en una gran variedad de tejidos y tipos de 
celulares 203,211,221,224, y su expresión esta inducida por factores de crecimiento. La expresión del 
RNAm del Fn14, normalmente se encuentra reducida en los tejidos sanos. Sin embargo, se ha 
visto una sobre-expresión de este en diferentes condiciones experimentales de estrés oxidativo 
y/o ambiente inflamatorio 210, así como en tejidos lesionados o afectados por diferentes 
enfermedades tanto en modelos animales como humanos 215–217,219,222,225,226. Por tanto podemos 
especular que la activación de la vía de TWEAK/Fn14 es altamente controlada por la expresión 
inducida del receptor del TWEAK. 
 
1.1.8.1. TWEAK y resistencia a la insulina en la obesidad 
La obesidad, como ya se ha comentado, está asociada a una inflamación crónica de bajo grado 
implicada en  el desarrollo de aterosclerosis, resistencia a la insulina y la DMT2 147. 
Recientemente se le ha dado especial interés al TWEAK, debido a su posible papel regulador del 
equilibrio entre la respuesta pro-inflamatoria/anti-inflamatoria, la cual tiene lugar en un estado 
de RI asociado a la obesidad y complicaciones asociadas.  
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En un contexto de obesidad, el TWEAK y el TNF-α coexisten en el tejido adiposo y aunque, en 
principio, ambas citocinas tendrían potencial inflamatorio 227, el TNF-α parece ser una citocina 
pro-inflamatoria con un efecto más potente que el TWEAK 205. De hecho, en células de tejido 
adiposo se ha descrito que el sTWEAK inhibe los efectos pro-inflamatorios del TNF-α por 
inhibición de la secreción de citocinas pro-inflamatorias inducidas por éste como son la IL-6 y la 
IL-8 228. Estudios in vitro han mostrado que el sTWEAK induce la RI en células hepáticas 207. No 
obstante, recientemente, en tejido adiposo de humanos se ha visto que el sTWEAK inhibe la RI 
inducida por TNF-α a través de un mecanismo dependiente de PP2A, del inglés “Protein 
Phosphatase 2A” 229. 
Consistente con estos hallazgos, y al contrario de lo que ocurría con el TNF-α, se ha descrito que 
los niveles circulantes de sTWEAK están reducidos en pacientes con obesidad severa en 
comparación al grupo control. Asimismo, cuando estos pacientes fueron sometidos a una cirugía 
bariátrica, los niveles de sTWEAK incrementaron tras la pérdida de peso corporal 228. En 
pacientes con DMT1, los  niveles del sTWEAK se han relacionado inversamente con la presión 
arterial sistólica e índices de obesidad central 230, así como con parámetros clínicos relacionados 
con homeostasis de la glucosa tal como los niveles de la GPA, HbA1c y con la RI (evaluada por el 
índice HOMA-IR) en pacientes con DMT2 y con enfermedad renal crónica 231. A su vez, las 
concentraciones circulantes de sTWEAK también se encuentra reducidas en individuos 
hipertensos 232, pacientes con DMT1 230, en mujeres con diabetes gestacional 233, así como en 
otras condiciones patológicas de riesgo cardiovascular 234–239. 
Hasta la fecha, no se conocen ni el significado ni el mecanismo mediante el cual los niveles de 
sTWEAK están reducidos en las patologías asociadas con un perfil pro-aterosclerótico. De igual 
manera que, aunque al sTWEAK se le ha relacionado con el metabolismo de la glucosa, no 
existen estudios implicando al sTWEAK como un posible potencial marcador temprano del 
desarrollo de DMT2, así que en base a todo lo mencionado anteriormente sería interesante 
estudiar esta relación. 
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1.1.9. Receptor scavenger CD163 
El CD163 es una glicoproteína transmembrana que pertenece a la familia de receptores con 
dominios scavenger ricos en cisteínas (SRCR, del inglés scavenger receptor cysteine-rich), y 
consta de 9 dominios SRCR extracelulares seguidos de una secuencia de 23 aa que constituyen la 
región transmembrana, y por una cola intracitoplásmica de 49 aa 240,241. 
El CD163 es un receptor asociado a un fenotipo fagocítico, cuya función mejor caracterizada es 
mediar la endocitosis de complejos hemoglobina:haptoglobina (Hp-Hb), protegiendo así a los 
tejidos del daño oxidativo y la inflamación.  
Estudios recientes han revelado que CD163 puede actuar como receptor "señuelo" para TWEAK 
en situaciones patológicaso servir como un receptor alternativo en células que carecen de Fn14 
223. La interacción de CD163 con TWEAK conduce a la neutralización de ambas moléculas, y 
aunque aún se desconoce, se ha sugerido dicha interacción como un posible mecanismo 
regulador de procesos inflamatorios. 
Además del CD163 de membrana, una forma soluble de CD163 (sCD163) está presente en suero 
y otros fluidos tisulares, tras la acción catalítica mediada por la metaloproteinasa ADAM17 (en 
inglés, a disintegrin and metalloproteinase) 240 anclada en la superficie a la membrana 
plasmática, la cual puede ser inducida por la activación de los receptores TLR (toll-like 
receptors) por LPS o PMA (forbol 12-miristato 13-acetato), FcγR (receptores Fc-gamma) y el 
estrés oxidativo 241,242.  
Cabe destacar, que ADAM17 media también la liberación de la forma activa del TNF-α mediante 
estímulos pro-inflamatorios a través de la vía del TLR, de ahí que ADAM17 también se conoce 
como ADAM17/TACE (enzima convertidora de TNF-α) 243 (ver Figura 6). 
Tanto en estudios in vitro como en in vivo, se ha mostrado que la liberación del CD163 de la 
membrana plasmática, responde paralelamente con la liberación del TNF-α a estímulos pro-
inflamatorios mediados por LPS. Dichos estímulos producen un fuerte aumento de los niveles 
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circulantes de ambas moléculas. Sin embargo, la vida media del receptor sCD163 en la 
circulación es mucho más larga en comparación con la de TNF-α. Permaneciendo los niveles de 
sCD163 elevados durante 1-2 días.  
Es probable que el aumento de los niveles circulantes del sCD163 detectados en condiciones 
inflamatorias sean el resultado de la liberación concomitante de CD163 y TNF-α de los 
macrófagos por ADAM17/TACE. De ahí que, varios autores han sugerido que el receptor sCD163 
pueda ser utilizado como un marcador de larga duración en circulación y fácil de medir, en 




Figura 6. Liberación de CD163 y TNF-α en macrófagos por acción de ADAM17/TACE inducida por activación de 
TLR en inflamación. Fuente: Møller HJ. 2012 241 
 
Expresión del receptor scavenger CD163 
El CD163 se expresa casi exclusivamente en la superficie de los monocitos (donde su expresión 
es baja) y altamente en los macrófagos 244,245. En estudio in vitro, se ha observado un aumento en 
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la expresión de RNAm de CD163 por acción de los glucocorticoides, la IL-6 y la citocina anti-
inflamatoria IL-10. Por el contrario, mediadores pro-inflamatorios como LPS, IFN-γ (interferón-
gamma) y TNF-α suprimen su expresión 244. Esta respuesta diferencial a los mediadores pro-y 
anti-inflamatorios sugiere que el CD163 es más altamente expresado por el fenotipo de 
macrófagos M2 o “activados alternativamente”. Aunque el papel que juega el CD163 está por 
dilucidar, este patrón de expresión en células M2 implica un papel funcional de CD163 en la 
respuesta antiinflamatoria. 
En este contexto, se ha visto que la expresión del RNAm del CD163, así como los niveles 
circulantes del sCD163 están elevados en muchas enfermedades inflamatorias vinculadas con la 
activación de los macrófagos 246, incluyendo aquellas condiciones que cursa con una inflamación 
de bajo grado asociada a la obesidad o DMT2 247–250. De hecho, se ha observado una sobre-
expresión de RNAm de CD163 en macrófagos infiltrados en el tejido adiposo, y que los niveles 
de expresión de CD163, se asocian positivamente con los niveles circulantes de sCD163 247,251,252. 
Por lo tanto, todos estos hallazgos han sugerido al CD163 como un marcador de inflamación 
derivado de macrófagos que refleja la activación de éstos 244,246,253. 
 
1.1.9.1. CD163 y resistencia a la insulina en la obesidad  
Recientemente varios autores ha descrito al sCD163 como posible causante de la resistencia a la 
insulina. Existen numerosos estudios transversales, que han encontrado un incremento de los 
niveles circulantes del sCD163 en sujetos con sobrepeso y/u obesidad 247–249,254,255, en pacientes 
con DMT1 256 y DMT2 257,258, así como en mujeres con diabetes gestacional 259. Asimismo, en lo 
que respecta a la RI, los niveles circulantes de sCD163 se han asociado positivamente con 
parámetros relacionados con el metabolismo de la glucosa que incluyen la glucemia plasmática, 
insulina y RI evaluada mediante el índice HOMA-IR 249,255,260,261 y el método clamp 
hiperinsulinémico-euglucémico 247. Esta asociación ha sido evidenciada tanto en individuos con 
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normopeso como obesos sanos 247,249,255, así como en individuos con tolerancia normal a la 
glucosa y con DMT2 260. 
A pesar de la clara asociación entre CD163 y la RI, los mecanismos que vinculan esta relación 
siguen estando sin determinar. Asimismo, tampoco se puede establecer una relación causal, que 
es una limitación inherente de los estudios transversales. 
Hasta la actualidad, solamente existe un estudio de cohortes prospectivo realizado en población 
general Danesa, el Copenhagen City Heart Study250, donde Møller y colaboradores, encontraron 
que un aumento de los niveles séricos de sCD163 al inicio del estudio, se asociaron con el riesgo 
de incidencia de DMT2, sugiriendo al sCD163 como un marcador predictor de riesgo para el 
desarrollo de esta enfermedad. 
La limitación más importante de este estudio fue la falta de las determinaciones de las 
concentraciones de glucosa en ayunas al inicio del estudio. Al ser la glucosa un fuerte predictor 
de diabetes, podría enmascarar el efecto de asociación observado entre el sCD163 y el riesgo de 
DMT2. Otras limitaciones fueron, el diagnostico de los nuevos casos de diabetes, el cual fue 
hecho a partir de información obtenida de registros nacionales Daneses, lo que podría falsear 
los resultados, y la falta de análisis estadísticos ajustando los modelos por potenciales factores 
de confusión como circunferencia de la cintura, perfil lipídico, toma de medicación entre otros. 
Por lo tanto, es prematuro concluir que el sCD163, puede ser considerado un potencial 
biomarcador de riesgo de diabetes, siendo necesarios más estudios prospectivos teniendo en 
cuenta lo anteriormente mencionado para poder concluir que hay un efecto causal del sCD163 
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La osteocalcina (OC), también conocida como proteína ósea Gla o BGP (Bone Gla Proteín) es la 
molécula proteica no colágena más abundante de la matriz ósea, que se comporta también como 
una hormona 262.  
La OC es secretada por los osteoblastos durante la fase de mineralización de la osteogénesis. En 
humanos, el gen de la OC se localiza en el cromosoma 1q.25-q31 de donde se produce la 
proteína de 49 aa que es específica de hueso y de dentina, la OC. La síntesis de la OC depende 
tanto de la vitamina D como de la vitamina K. La vitamina D, 1,25-dihidroxi-vitamina D 
(1,25(OH)2D) induce directamente su síntesis a través de una regulación transcripcional 
mediante el receptor nuclear de vitamina D. La vitamina K es un cofactor esencial para la enzima 
glutamato carboxilasa que se requiere para la gamma carboxilación post-traduccional de los tres 
residuos de ácido glutámico en las posiciones 17, 21 y 24. Esta gamma carboxilación es esencial 
para que la proteína tenga alta afinidad por los minerales y permita atraer iones de Ca2+ e 
incorporarlos a los cristales de hidroxiapatita que forman el 70% de los huesos.  
Cuando la molécula de OC está carboxilada se conoce como OC carboxilada (OCc), y es la forma 
de OC que se encuentra en la matriz ósea 263. Sin embargo, una fracción de la OC sintetizada, no 
se incorpora al hueso por presentar menos de 3 residuos carboxilados. A ésta se la conoce como 
OC no carboxilada (OCnc). Aunque, las dos formas de OC se encuentran en el hueso y en la 
circulación, hay un alta proporción de OCnc que se encuentra en la circulación ejerciendo 
efectos endocrino-metabólicos sobre el metabolismo energético y de la glucosa, actuando 
principalmente a nivel del tejido adiposo y las células β pancreáticas (ver figura 7) 264–266. 
La carboxilación o la ausencia de ésta, hace a la OC más susceptible para su liberación desde los 
osteoblastos a la circulación. Un importante regulador de los niveles de carboxilación de la OC, 
por mecanismos todavía no determinados, es la proteína tirosina fosfatasa osteotesticular OST-
PTP (proteína producto del gen Esp), que se expresa predominantemente en los osteoblastos y 
en las células de Sertoli del testículo.  
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Se ha identificado que los ratones knockout  para Esp (Esp-/-) tienen niveles elevados de OCnc 
en suero, una mejor tolerancia a la glucosa y sensibilidad a la insulina, y secretan más insulina 
en respuesta a la glucosa 263. Además, estos animales están protegidos de la obesidad inducida 
por la dieta y la intolerancia a la glucosa 264. Curiosamente, se ha visto que el ratón (Esp-/-) y el 
ratón tratado con OCnc muestran un fenotipo opuesto al modelo (OC-/-), mientras que, la sobre-
expresión de OST-PTP origina un fenotipo idéntico al ratón (OC-/-) 263. 
 
 




1.1.10.1. Osteocalcina: un nexo de unión entre hueso y metabolismo de la glucosa 
La observación de que un ratón knockout para OC (OC-/-), que presentaba un fenotipo con masa 
ósea elevada y una cantidad anormal de grasa visceral, construyó la primera evidencia de que el 
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esqueleto podía regular el metabolismo energético 265,268. Posteriormente, Lee y colaboradores 
264 en diferentes estudios genéticos y moleculares realizados en ratones, observaron que el 
ratón (OC-/-) presentaba niveles altos de glucosa y niveles bajos de insulina en comparación con 
el ratón wild-type, y mostraba un descenso en la proliferación de las células β y un aumento de 
la masa grasa 264. Por el contrario, en ratones wild-type, estas alteraciones metabólicas se 
invirtieron mediante la administración exógena de OCnc recombinante 269,270.  
Los estudios experimentales in vitro realizados en islotes aislados y en adipocitos primarios, han 
confirmado que la OC ejerce un papel de intermediario en la regulación de la homeostasis de la 
glucosa. Ésta, aumenta la secreción y la sensibilidad a la insulina, a través de un aumento de la 
secreción de adiponectina en los adipocitos, estimula la proliferación de las células β en el 
páncreas, al mismo tiempo que incrementa el gasto energético y la reducción de la masa grasa. 
Estos hallazgos también han revelado que la forma de OCc es inactiva y que la OCnc es la forma 
activa 264. Sin embargo, a pesar que estos resultados demuestran una relación consistentemente 
entre la OC y la homeostasis de la glucosa, hasta el momento los mecanismos no están 
claramente determinados. 
Se ha sugerido que la regulación del metabolismo de la glucosa y de la RI por la OC ocurre a 
través de la interacción de está con el receptor GPRC6A, un receptor transmembrana acoplado a 
proteína G, que se expresa en una variedad de tejidos incluyendo hígado, músculo esquelético, 
cerebro, testículos, hueso y células β pancreáticas 263.  Así, se ha demostrado que la OC estimula 
la secreción de insulina y promueve la proliferación de células β directamente a través de la vía 
de señalización MAPK/ERK 264,271–273, e indirectamente promoviendo la secreción de GLP-1 (en 
inglés, Glucagon-Like Peptide -1) en el intestino, una incretina endógena que potencia la 
secreción de insulina dependiente de la glucosa en las células β pancreáticas 274.  
Una pregunta crítica al respecto, es si los hallazgos relacionando la OC con el metabolismo de la 
glucosa observados en ratones son extensibles a otros animales y particularmente a los seres 
humanos. 
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Los datos disponibles de estudios en humanos, parecen confirmar que existe una interacción 
entre el OC y la secreción y sensibilidad de insulina. A este respecto, varios estudios 
transversales han descrito una asociación inversa entre las concentraciones séricas de OC y los 
niveles de HbA1c, glucemia basal en ayunas e insulina, así como con la RI evaluada mediante el 
índice HOMA-IR 275–284. Estos resultados son consistente con otros estudios transversales 
mostrando unas reducción de la concentraciones séricas de OC en individuos con obesidad 
275,276,284,285, con SM 275,286–289 y con DMT2 281,285,290,291.  
De acuerdo con estas observaciones, en un estudio poblacional longitudinal previo de nuestro 
grupo, realizado en hombres de edad avanzada con alto riesgo cardiovascular, se observó que 
los cambios en los niveles séricos de OCc y OCnc se asociaron con una mejoría en la secreción y 
la sensibilidad de la insulina 292. De la misma manera, las concentraciones séricas de OCc al 
inicio del estudio se asociaron de forma inversa a cambios en los niveles de HOMA-IR en 
población adulta 293. Estos hallazgos sugieren que la OC puede tener un papel determinante en el 
desarrollo de DMT2. 
La mayoría de los estudios en humanos han sido realizados con un diseño transversal, 
imposibilitando la inferencia de una relación causal entre OC y DMT2. En el mejor de nuestros 
conocimientos, hasta la fecha sólo 2 estudios 294,295 han evaluado el papel de la OC como posible 
marcador de incidencia de DMT2 en adultos Asiáticos sanos, siendo los resultados de estos 
estudios contradictorios. Son necesarios más estudios prospectivos teniendo en cuenta 
potenciales factores confusores para concluir que hay un efecto causal de la OC sobre el 
desarrollo de DMT2. 
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El incremento acelerado de la prevalencia de DMT2, se ha convertido sin duda en uno de los 
problemas de salud más graves del siglo XXI. La obesidad, es uno de los principales factores de 
riesgo para la DMT2, ya que ésta, se asociada a un estado de inflamación crónica de bajo grado 
que cursa con un aumento de la producción de moléculas pro-inflamatorias implicadas en el 
desarrollo de aterosclerosis y resistencia a la insulina.  
En resumen, son varios los estudios intentado delimitar o que han sugiriendo una gama de 
marcadores circulantes en sangre, que podrían estar etiológicamente relacionados con el 
desarrollo de la DMT2. Estos últimos años, diferentes grupos de investigación han mostrado 
especial interés por el sTWEAK y su receptor scavenger CD163.  
El sTWEAK, es una citocina implicada en múltiples funciones biológicas, que es capaz ejercer un 
papel regulador entre la respuesta pro-/anti-inflamatoria, la cual tienen lugar en un estado de RI 
asociado a la obesidad. Existen numerosos estudios trasversales describiendo una asociación 
inversa entre las concentraciones circulantes del sTWEAK y parámetros relacionados con la 
homeostasis de la glucosa. También, se han encontrado unas concentraciones séricas 
disminuidas del sTWEAK en sujetos obesos, así como en pacientes diabéticos. Sin embargo, no 
existen estudios prospectivos implicando al sTWEAK en el desarrollo de la DMT2. 
Por otro lado tenemos el receptor scavenger sCD163, el cual puede actuar como receptor para 
sTWEAK en situaciones patológicas. Al contrario a lo observado con el sTWEAK, las 
concentraciones séricas de sCD163 se encuentran incrementadas en personas obesas y 
diabéticas. Aunque, todavía queda por dilucidar los mecanismos, el sCD163 se ha propuesto 
como un marcador importante de RI. Sin embargo, solamente un estudio prospectivo ha 
evaluado la asociación entre sCD163 y el riesgo de diabetes, sugiriendo al sCD163 como un 
posible marcador predictor de riesgo para la incidencia de DMT2, a pesar de sus potenciales 
limitaciones.  
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Otra molécula a la que recientemente también se le está dando especial interés es a la OC, un 
componente de la matriz ósea derivada de los osteoblastos. Los datos obtenidos en modelos 
animales así como en humanos, son concordantes en sugerir que existe una relación entre la OC 
y la secreción y sensibilidad de insulina. Sin embargo, solamente existen dos estudios 
prospectivos evaluando el papel de la OC como posible marcador predictor de DMT2, y han 
mostrado resultados contradictorios. 
Así pues, y ante la evidencia expuesta, con esta tesis se ha pretendido estudiar la asociación 
existente entre estos tres nuevos posibles potenciales biomarcadores, sTWEAK, receptor 
scavenger sCD163 y OC, y el desarrollo de DMT2 en una población adulta de alto riesgo 
cardiovascular procedente del ensayo de campo PREDIMED. Asimismo, se ha querido explorar 
la relación entre el sTWEAK y prevalencia de SM, una condición clínica asociada a la obesidad, 
donde la RI es una condición metabólica central de su etiopatogenia, junto con dislipidemia 
aterógena, hipertensión arterial e inflamación crónica, que se relaciona con un incremento del 







UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
MARCADORES BIOQUÍMICOS EMERGENTES RELACIONADOS CON DIABETES MELLITUS TIPO 2 











UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
MARCADORES BIOQUÍMICOS EMERGENTES RELACIONADOS CON DIABETES MELLITUS TIPO 2 
Andrés Díaz López 
 
 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
MARCADORES BIOQUÍMICOS EMERGENTES RELACIONADOS CON DIABETES MELLITUS TIPO 2 







Para esta Tesis Doctoral han sido planteadas las siguientes hipótesis:  
En un grupo de individuos de ambos sexos, edad avanzada, asintomáticos, con alto riesgo de 
enfermedad cardiovascular y sin diagnóstico de diabetes al inicio del estudio:  
 
Unas concentraciones séricas circulantes reducidas de sTWEAK, y concentraciones séricas del 
receptor scanveger sCD163 aumentadas, se relacionan con una alteración de parámetros del 
metabolismo de la glucosa tal como la glucemia basal en ayunas, la insulinemia y la resistencia a 
la insulina, asociándose a un mayor riesgo de incidencia de DMT2. 
 
Unas concentraciones séricas circulantes reducidas de sTWEAK se asocian con un mayor riesgo 
de prevalencia de síndrome metabólico y de sus componentes, los cuales son factores de riesgo 
para el desarrollo de la DMT2. 
 
Las concentraciones séricas circulantes de osteocalcina se relacionan con una alteración de la 
homeostasis de la glucosa y se asocian inversamente con un mayor riesgo de desarrollar DMT2. 
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El objetivo general de esta Tesis Doctoral fue determinar si las concentraciones séricas 
circulantes de nuevos posible potenciales biomarcadores, sTWEAK, receptor scavenger sCD163 
y osteocalcina, todos ellos relacionados con la homeostasis de la glucosa y el metabolismo 
lipídico, están asociados con el desarrollo de DMT2 en una  población adulta con alto riesgo 
cardiovascular procedente del ensayo de campo PREDIMED. 
 
Los objetivos específicos que nos hemos propuesto para ello han sido: 
 
Analizar la relación entre las concentraciones séricas circulantes de sTWEAK y receptor 
scanveger sCD163 y parámetros relacionados con el metabolismo de la glucosa, así como la 
asociación entre los niveles periféricos de estas moléculas y la incidencia de DMT2.  
 
Evaluar la asociación entre las concentraciones séricas circulantes de sTWEAK y el riesgo de 
prevalencia de síndrome metabólico y sus componentes. 
 
Analizar la relación entre las concentraciones séricas circulantes de osteocalcina carboxilada y 
osteocalcina no carboxilada y diferentes parámetros relacionados con el metabolismo de la 
glucosa, así como su asociación con la incidencia de DMT2. 
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5. MATERIAL Y MÉTODOS 
La  presente Tesis Doctoral se ha llevado a cabo en el contexto del estudio PREDIMED 
(“PREvención con DIeta MEDiterránea”).  
En esta sección se describen en primer lugar, el diseño del estudio PREDIMED, características de 
los participantes, la intervención, la recopilación de variables a través de cuestionarios y datos 
antropométricos, y la obtención y determinación de parámetros bioquímicos. Posteriormente se 
definen las variables principales de interés, así como la población incluida en los estudios que 
forman parte de esta Tesis. 
 
Estudio PREDIMED 
El estudio PREDIMED es un ensayo de campo nutricional aleatorizado, en paralelo, controlado y 
multicéntrico realizado en España, cuyo objetivo principal fue evaluar el efecto de la dieta 
Mediterránea en la prevención primaria de la ECV. Los resultados de las variables primarias 
fueron publicados en 2013 en la revista “The New England Journal of Medicine”, demostrándose 
que aquellos participantes aleatorizados a una dieta Mediterránea suplementada con aceite de 
oliva virgen o frutos secos tuvieron un 30% menor riesgo de desarrollar ECV (la combinación de 
infarto de miocardio no mortal, accidente vascular cerebral no mortal y muerte cardiovascular) 
en comparación a aquellos a los que se les recomendó seguir una dieta control, baja en grasa.  
Como objetivos secundarios del ensayo PREDIMED, se planteó valorar el efecto de la dieta 
Mediterránea sobre la incidencia de diferentes otros eventos: infarto de miocardio, accidente 
vascular cerebral, muerte por enfermedad cardiovascular, muerte por cáncer otras causas, 
muerte por todas las causas,  DMT2 (siendo ésta una de las variables de esta Tesis Doctoral); 
demencia y otras enfermedades neurodegenerativas; y cáncer y tipos de cáncer específicos en 
las principales localizaciones (mama, colo-rectal, próstata, pulmón, estómago). Además también 
se valoraron otras variables intermedias, tal como los cambios en: perfil lipídico, tensión 
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arterial, marcadores de inflamación y otros marcadores intermedios de riesgo cardiovascular 
para entender mejor cómo los cambios en la dieta pueden modificar el riesgo de eventos 
clínicos.  
El protocolo, diseño, objetivos y metodología del ensayo PREDIMED han sido descritos con 
detalle anteriormente 94 y está disponible en http://www.predimed.es. El protocolo del estudio 
fue aprobado por el comité de ética de investigación del Hospital Clínic de Barcelona y del resto 
de centros implicados. Este protocolo fue redactado de acuerdo con la Declaración de Helsinki y 
fue registrado en el Registro de ensayos clínicos de Londres (http://www.controlled-
trials.com/ISRCTN35739639). 
 
Reclutamiento, selección y aleatorización de los participantes del estudio PREDIMED 
El reclutamiento de participantes (entre octubre del 2003 y julio de 2009) se llevó a cabo en los 
Centros de Atención Primaria (CAP) afiliados a diferentes nodos o Centros Reclutadores de 
España. 
Los participantes elegibles para el ensayo PREDIMED fueron hombres de 55‐80 años y mujeres 
de 60‐80 años de edad, sin ECV previa (cardiopatía isquémica —angina de pecho o infarto de 
miocardio reciente o antiguo—, accidente vascular cerebral, vasculopatía periférica) y que 
presentaran además alguna de las dos siguientes condiciones: 
a) DMT2 (paciente tratado con insulina/hipoglucemiantes orales; o glucemia en ayunas ≥126 
mg/dl (en ayunas se define como la no ingesta calórica al menos durante 8 horas); o 
glucemia ≥200 mg/dl en dos mediciones después de 2 horas de la PTOG; o bien glucemia 
esporádica ≥200 mg/dl con poliuria, polidipsia, o pérdida de peso inexplicable. 
b) Tres o más de los siguientes factores de riesgo cardiovascular: 
- Fumador activo (al menos 1 cigarrillo/día durante el último mes). 
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- Hipertensión (presión arterial sistólica ≥140 mmHg o tensión arterial diastólica ≥90 mmHg o 
toma de medicación antihipertensiva). 
- Colesterol LDL ≥160 mg/dl o toma de medicación hipolipemiante.  
- Colesterol HDL ≤40 mg/dl en hombres o ≤40 mg/dl en mujeres.  
- Índice de masa corporal ≥25 kg/m2. 
- Antecedentes familiares de primer grado de enfermedad coronaria precoz (infarto de 
miocardio, angina de pecho o muerte súbita antes de los 55 años en varones y 65 en 
mujeres). 
Se excluyeron del estudio a todos los participantes que no cumplían con los requisitos del 
protocolo o que presentaban alguno de los siguientes criterios: 
- Historia documentada de ECV previa, incluyendo enfermedad coronaria (angina de pecho, 
infarto de miocardio, procedimientos de revascularización coronaria o la existencia de ondas 
Q anormales en el electrocardiograma (ECG)), ictus, y enfermedad arterial periférica 
sintomática. 
- Condición médica severa que pudiera impedir al sujeto a participar en un estudio de 
intervención nutricional (enfermedad digestiva grave, alteraciones endocrinas distintas de la 
diabetes, alteraciones psiquiátricas, enfermedad maligna avanzada). 
- Cualquier otra condición médica que limitara la esperanza de vida a menos de un año. 
- Inmunodeficiencia o estado VIH positivo. 
- Adicción a drogas ilegales o consumo problemático de alcohol o síndrome de dependencia 
alcohólica (o ingesta total diaria de alcohol >80 g).  
- Índice de masa corporal >40 kg/m2. 
- Enfermedad crónica grave. 
- Dificultad para asistir a las visitas programadas y baja probabilidad predicha de cambiar los 
hábitos alimentarios de acuerdo a los estadios de Prochaska y DiClemente del modelo de 
estadios de cambio 296. 
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- Antecedentes de hipersensibilidad o reacciones alérgicas al aceite de oliva o a los frutos 
secos. 
- Analfabetismo. 
- Participación en ensayos clínicos con fármacos o toma de cualquier fármaco en investigación 
durante el último año. 
- Pacientes ingresados en instituciones por alguna enfermedad crónica, sin autonomía, 
incapacidad de andar, imposibilidad de acudir a las reuniones trimestrales.  
Los potenciales candidatos fueron seleccionados por los facultativos asociados a los CAP, que 
mediante la revisión de la historia clínica aseguraban del cumplimiento de los criterios de 
elegibilidad. Tras el consentimiento de dichos participantes, los facultativos facilitaban los 
teléfonos de contacto a los investigadores, y tras una breve entrevista telefónica y si estaban 
interesados, se les invitaba a asistir a su propio CAP para realizar una visita cara a cara (visita de 
cribado).  
 
La visita de cribado de 30 minutos aproximadamente de duración, permitía verificar si la 
persona realmente cumplía los criterios de inclusión. En esta visita se cumplimentaba el 
cuestionario de inclusión y de exclusión (Anexo 1). Si la persona cumplía los requisitos para 
participar y en caso de aceptar, firmaban los consentimientos informados, para la participación 
en el ensayo. Si el participante cumplía con los criterios en la misma visita o como máximo a la 
semana, una vez realizada la analítica y comprobado los criterios de inclusión se le  indicaba que 
acudiera a la siguiente visita en ayunas para realizar la visita basal la cual consistía en la 
realización del cuestionario general (Anexo 2) de 26 puntos sobre condiciones médicas y 
factores de riesgo relacionados con la elegibilidad; se revisaba el último ECG disponible en la 
historia clínica o en su defecto se realizaba uno de nuevo; se realizaba al potencial participante 
un cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos de 137 puntos (Anexo 3) y el 
cuestionario de actividad física en tiempo libre de Minnesota (Anexo 4). Posteriormente, los 
participantes fueron asignados al azar en una proporción 1:1:1 a cada uno de los tres grupos de 
intervención del que constaba el ensayo PREDIMED. La aleatorización al grupo de intervención 
se realizó de forma centralizada mediante una secuencia numérica aleatoria generada por 
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ordenador y estratificada en bloques de 50 personas por nodo reclutador, sexo y grupo de edad 
(<70 o ≥70 años). 
También, se les proporcionó a los participantes una explicación escrita y detallada del estudio. 
Asimismo se les informó que su retirada del estudio no suponía perjuicio alguno y que los 
investigadores también podían retirar a un sujeto del estudio si era necesario por cualquier 
motivo tal como reacciones adversas o incumplimiento del protocolo.  
 
Intervención  
Durante el periodo de reclutamiento, un total de 8.713 candidatos fueron seleccionados para la 
elegibilidad, y de estos, 7.447 fueron asignados aleatoriamente a una de las tres intervenciones: 
- Una dieta tipo Mediterránea enriquecida con aceite de oliva virgen extra.  
- Una dieta tipo Mediterránea suplementada con frutos secos.  




Figure 8. Diseño del estudio PREDIMED. 
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Grupos de intervención con dieta mediterránea 
El principal objetivo fue promover el consumo de un patrón de dietético Mediterráneo en los 
dos grupos de intervención, sin realizar ninguna restricción energética ni promover la práctica 
de actividad física. Los dietistas-nutricionistas en cada uno de los centros del estudio PREDIMED 
fueron los responsables directos de la intervención dietética. En todas las visitas de seguimiento 
las dietistas daban recomendaciones personalizadas sobre los cambios que debía realizar cada 
participante para conseguir cumplir con los objetivos de cada intervención 
Los participantes incluidos en ambos grupos (dieta Mediterránea suplementada con aceite de 
oliva virgen extra o frutos secos), recibieron una educación intensiva centrada en 
recomendaciones específicas para estimular el consumo y la frecuencia estipulada de los 
alimentos típicos de la dieta Mediterránea. Dicha recomendaciones se basaban principalmente 
en: utilizar del aceite de oliva virgen extra como única fuente de grasa para cocinar y aliñar 
todos los platos y alimentos; consumir semanalmente frutos secos y semillas (al menos 3 
veces/semana); aumentar la ingesta de verduras (2 o más raciones verdura u hortalizas al día), 
frutas (3 o más porciones al día), legumbres (al menos 3 veces por semana) y pescados o 
mariscos (al menos 3 veces por semana); consumir carnes blancas (aves sin piel/conejo) en 
lugar de carnes rojas o procesadas; mantener una ingesta moderada de vino y siendo su 
consumo principalmente en las comidas; evitar la ingesta de dulces, azúcares, mantequilla, 
alimentos precocinados y comida rápida; y utilizar el típico sofrito (ajo, cebolla o puerro y 
tomate) para condimentar los diferentes platos. En ningún caso se limitó la ingesta total de 
grasa, sino que se dejó ad libitum, siempre y cuando ésta fuese procedente del pescado o de 
origen vegetal, principalmente del aceite de oliva y de los frutos secos.  
Para valorar el grado de adscripción de los participantes que seguían un patrón de dieta 
Mediterráneo, las dietistas utilizaban un cuestionario de 14 puntos (Anexo 5). La puntuación 
obtenida ayudaba a las dietistas a centrar sus objetivos en mejorar de forma individualizada 
aquellos puntos donde veían que los participantes se desviaban más de las recomendaciones, 
consiguiendo así aumentar su puntuación total. 
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Grupo control 
A los participantes asignados a este grupo, la intervención nutricional estaba principalmente 
basada en consejos dietéticos para seguir una dieta baja en grasa según las recomendaciones 
tradicionales del Third Report of the National Cholesterol Education Program (NCEP) Expert 
Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults (Adult 
Treatment Panel III).  
Las recomendaciones se centraban especialmente en la reducción de la ingesta de grasa total, 
tanto de origen animal como vegetal. Esto incluía: utilizar la cantidad mínima de aceite (no más 
de 2 cucharadas al día) para cocinar o aliñar los alimentos; retirar todo la grasa visible de los 
alimentos, así como desgrasar los caldos y platos antes de su consumo; evitar el uso de sofrito; 
en el caso de consumir carne roja optar por las piezas más magras; evitar el consumo de carnes 
grasas, vísceras, así como derivados cárnicos (salchichas, hamburguesas o carnes picadas 
comerciales y embutidos); evitar el consumo de mantequilla, margarina, manteca, mahonesas, 
helados cremosos o nata; promover el consumo de alimentos desnatados o bajos en grasa 
(leche, yogures desnatados y quesos); consumir solo pescados blancos y marisco; evitar 
consumir productos enlatados, bollería, alimentos vegetales grasos tal como los frutos secos 
(nueces, almendras, avellanas, piñones, maíz tostado, pipas de girasol o cacahuetes), y patatas 
chips u otros aperitivos fritos. 
En este grupo, el grado de adherencia a la dieta baja en grasa fue valorado mediante un 
cuestionario de 9 puntos (Anexo 6), cuyo objetivo por parte de las dietistas era conseguir la 
mayor puntuación.  
 
Sesiones grupales 
Durante todo el periodo de duración del estudio, los participantes (independientemente del 
grupo asignado) recibieron sesiones grupales trimestrales, para reforzar y motivar el 
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mantenimiento de las pautas dietéticas indicadas, y así conseguir cumplir con los objetivos de 
cada intervención.  Estas sesiones grupales tenían una 1 hora de duración con un máximo de 20 
participantes, y se realizaban separadas por grupos de intervención.  
En cada sesión se revisaba la adherencia a la dieta haciendo uso de los cuestionarios de 14 
puntos (en los dos grupos de dieta Mediterránea) y de 9 putos (grupo control), se impartían 
charlas informativas y se entregaba a los participantes material escrito con descripciones de los 
alimentos típicos Mediterráneos, listas de la compra, planes de comidas y recetas de cocina. 
Además, a los participantes de los dos grupos de dieta Mediterránea, se les entregaba aceite de 
oliva virgen extra (15 L, 1 litro/semana, para el participante y la familia) o frutos secos (1.350 g, 
30 g/día: 15 g de nueces, 7,5 g de avellanas y 7,5 g de almendras, para el participante) de forma 
gratuita. Los participantes asignados al grupo control recibieron artículos o incentivos no 
alimentarios durante todo el estudio para aumentar su adscripción a la intervención. 
Asimismo, los participantes durante todo el periodo de duración del estudio tuvieron la 
posibilidad de contactar vía telefónica para la resolución de dudas en relación al seguimiento e 
intervención.  
 
Recopilación de datos 
Los participantes del estudio eran invitados a acudir a la visita de inicio y a las visitas de 
seguimiento anuales que se realizaban en los CAP durante el periodo de duración del estudio. En 
cada visita, las dietistas y el equipo de enfermería revisaban y cumplimentaban distintos 
cuestionarios, realizaban determinaciones antropométricas, de presión arterial y un ECG. 
Además  se obtuvieron muestras biológicas de los participantes.  
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Recopilación de datos mediante cuestionarios 
- Cuestionario general (Anexo 2) que recoge datos demográficos y socio-económicos de los 
participantes. También incluye antecedentes patológicos, tratamiento farmacológico, 
consumo de alcohol, y antecedentes familiares de cardiopatía isquémica, 
hipercolesterolemia, hipertensión y cáncer. 
- Cuestionario semi-cuantitativo de frecuencia de consumo de alimentos (Anexo 3) de 137 
alimentos que incluye la frecuencia de consumo diaria, semanal o mensual durante el último 
año, el cual fue validado en la población estudiada 297.  
- Cuestionario de adherencia a la Dieta Mediterránea de 14 puntos (Anexo 5) validado en 
población estudiada  298. 
- Cuestionario de actividad física en el tiempo libre (Anexo 4), versión validada para población 
española del Cuestionario de Actividad Física durante el Tiempo Libre de Minnesota 299.  
- Cuestionario de tolerancia y efectos adversos (Anexo 7) para valorar posibles efectos no 
deseados de las 3 intervenciones. 
- Cuestionario de seguimiento (Anexo 8), similar al cuestionario general pero incluye 
información sobre los cambios producidos desde la última visita, así como nuevo diagnóstico 
de diabetes, hipercolesterolemia, hipertensión u otros condiciones médicas o cambios en la 
medicación, y recogida de eventos de ECV. 
 
Determinaciones antropométricas y presión arterial 
El personal de enfermería entrenado determinó diferentes parámetros antropométricos tal 
como el peso (kg) usando una báscula calibrada (precisión de 100 g) y la talla (m) con un 
tallímetro de pared calibrado, con el participante descalzo y en ropa interior; a partir de estos 
dos parámetros se calculó el IMC (kg/m2), y perímetro de la cintura (cm).  
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También se determinó la tensión arterial por duplicado mediante un oscilómetro 
semiautomático (Omron HEM-705CP, Holanda). Toda esta información se registraba tanto en el 
cuestionario general como en el de seguimiento. 
 
Obtención de muestras biológicas y determinaciones bioquímicas 
Cuando se contactaba con el participante se le informaba que debía asistir a la visita en ayunas 
(mínimo de 12 horas), con una muestra de la primera orina matutina y una muestra de las uñas 
del pie, en recipientes esterilizados apropiados. Un vez en consulta, se procedía a la extracción 
de sangre periférica por medio de venopunción con técnica estandarizada (en la visita basal y en 
las visitas de seguimiento de los años 1, 3, 5 y 7/o la visita final de seguimiento). Se obtuvieron 
muestras de plasma-EDTA (tubos K3E de 4,5 ml con EDTA) y suero (tubos SST de 4 ml con gel 
separador) y se procesaron inmediatamente. Cada uno de los tubos de extracción de sangre se 
centrifugaron a 2.500 rpm durante 15 minutos, y a continuación las muestras fueron 
fraccionadas formando alícuotas en criotubos de 500 y 200 μl. A partir de la muestra de orina, se 
realizaron alícuotas de 650 μl.  
Todas las alícuotas fueron identificadas con el código asignado al participante, colocadas en 
criocajas, y transportadas en una nevera portátil con hielo (4ºC) para no romper con la cadena 
de frío al laboratorio central para ser almacenadas a -80ºC hasta su posterior determinación. El 
tiempo transcurrido entre la extracción de muestras de sangre y la congelación no fue superior a 
una hora. 
Con las muestras de plasma, suero y orina se realizaron determinaciones bioquímicas básicas, 
como es un análisis bioquímico de rutina, y determinaciones específicas de interés a partir de 
las alícuotas almacenadas. Nos centraremos en las que se van a utilizar en la presente Tesis 
Doctoral: 
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- Determinaciones bioquímicas básicas 
La glucosa plasmáticas en ayunas y las concentraciones séricas de triglicéridos, colesterol total y 
lipoproteína de alta densidad (HDL-col) fueron determinadas mediante métodos enzimáticos 
estandarizados. La lipoproteína de baja densidad (LDL-col) fue obtenida mediante la aplicación 
de la fórmula de Friedewald (LDL-col = colesterol total – ((Triglicéridos/5) + HDL-col). También 
se obtuvieron las concentraciones séricas de urea y creatinina mediante el método de la ureasa 
y el colorimétrico de Jaffé, respectivamente. Con las muestra de orina matutina se determinaron 
los parámetros analíticos de albúmina y creatinina urinaria mediante la técnica verde 
bromocresol y el método colorimétrico de Jaffé, respectivamente. A partir de la creatinina 
plasmática fue estimada la tasa de filtración glomerular mediante la ecuación CKD-EPI (Chronic 
Kidney Disease Epidemiology Collaboration) 300. 
- Determinaciones bioquímicas específicas de interés 
Las alícuotas de plasma y suero que fueron obtenidas de cada participante y que se mantenían 
conservadas a -80ºC sin haber sufrido ninguna descongelación previa, se extrajeron y fueron 
descongeladas a una temperatura de entre 2-4ºC. El propósito de esto, era obtener una 
descongelación más lenta de las muestras y no alterar el estado de sus componentes, para 
posteriormente realizar las siguientes determinaciones: 
 Insulina y adiponectina.  Las concentraciones plasmáticas de insulina y adiponectina  
fueron determinadas mediante kits de ensayo por inmuno-absorción ligado a enzimas 
tipo sándwich (ELISA), (Millipore, St. Charles, Missouri, USA), con un coeficiente de 
variación intra e inter-ensayo de < 5 % y < 10 % para ambos kits. Posteriormente, la 
resistencia a la insulina se estimó por el modelo de homeostasis de valoración de RI 
(HOMA) utilizando la fórmula: insulina en ayunas (μU/mL) x glucosa en ayunas 
(mmol/L)/22,5. 
 sTWEAK y receptor scavenger sCD163. Las concentraciones séricas de las formas 
solubles del TWEAK y del receptor scavenger CD163 fueron determinadas mediante los 
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kits ELISA human TWEAK/TNFSF12 y el human CD163 (R&D Systems Europe, 
Abingdon, Oxon, United Kingdon), respectivamente. Los coeficientes de variación intra 
e inter-ensayo fueron de 2,5-7,0% para la sTWEAK y de 2,4-6,4 % para el sCD163. 
 Se determinaron las concentraciones séricas de ambas formas de osteocalcinas. La 
osteocalcina carboxilada se determinó mediante un kit de inmuno-ensayo enzimático 
de sensibilidad amplificada de fase sólida (EASIA) (DRGInstruments GmbH, Marburg, 
Germany). El límite de detección, definido como la concentración aparente de dos 
desviaciones estándar por encima de la densidad óptica promedio en unión cero, fue de 
0,08 ng/ml y los coeficientes de variación intra e inter-ensayo fueron menores del 6%.  
Para la osteocalcina no carboxilada se utilizó un kit de inmuno-ensayo enzimático de 
fase solida (EIA) (Takara Bio, Otsu, Shiga, Japan) con una sensibilidad de 0,25 ng/ml y 
unos coeficientes de variación intra e inter-ensayo de 5,2- 8,3%. 
Todos los análisis fueron realizados por duplicado y en ciego, siguiendo el protocolo establecido 
por la casa comercial. 
 
Definición de diagnóstico de diabetes mellitus tipo 2 
La incidencia de DMT2 fue un objetivo secundario específico del ensayo PREDIMED. Se 
consideraba que un participante presentaba DMT2 al inicio del estudio cuando existía un 
diagnóstico médico y/o la persona tomaba algún tipo de medicación antidiabética. 
El diagnóstico de nuevos casos de DMT2 se realizó según los criterios establecidos por la ADA 7, 
concretamente por la presencia de los niveles de glucosa plasmática en ayunas ≥ 126 mg/dl o 
glucemia plasmática a las dos horas después de la PTOG (con 75 de glucosa) ≥200 mg/dl.  
Anualmente en cada centro del estudio PREDIMED se realizaba una exhaustiva revisión de las 
historias clínicas de todos los participantes por los médicos-investigadores. Cuando era 
identificado un nuevo casos de DMT2, en base a un diagnóstico médico reportado en las 
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historias clínica o en la glucemia plasmática en ayunas obtenida durante los análisis bioquímicos 
de rutina (hecho al menos una vez al año), éste nuevo evento debía ser justificado. Para ello, se 
enviaban estos informes y toda la documentación pertinente, a los miembros del Comité de 
Adjudicación de Eventos Clínicos PREDIMED, los cuales fueron ciegos a la intervención y a los 
biomarcadores evaluados en esta Tesis Doctoral. Solamente cuando una segunda determinación 
analítica se había hecho dentro de los siguientes 3 meses, y se cumplían los criterios de glucemia 
plasmática mencionados anteriormente, el nuevo caso de DMT2 fue confirmado por el Comité 
de Adjudicación como evento de diabetes. Cabe destacar, que el único centro que realizó de 
forma anual una PTOG a todos los sujetos no diabéticos fue el nodo de Reus‐Tarragona. Sólo los 
eventos de DMT2 que se confirmaron entre el 01 de octubre del 2003 y 01 de diciembre del 
2010 fueron los que se incluyeron en los análisis. 
 
Definición de diagnóstico de síndrome metabólico 
En el presente trabajo, el diagnostico de SM fue definido en base a los criterios armonizados 
actualizados de la IDF en conjunto con Asociación Americana del Corazón/Instituto Nacional del 
Corazón, Sangre y Pulmón (AHA/NHLBI, en inglés) en el año 2009 301. Se consideró que un 
participante tenía SM, si presentaba tres o más de los siguientes 5 factores de riesgo:  
a) Glucosa en ayunas elevada (≥100 mg/dl (5,5 mmol/L)) o toma de medicación para la 
diabetes. 
b) Obesidad abdominal definida por el perímetro de la cintura basándose en los puntos de 
corte utilizados para población Europea (≥102 cm en hombre y ≥88 cm en mujeres). 
c) Concentraciones altas de triglicéridos (≥150 mg/dl (1,7 mmol/L)) o toma de medicación 
para los triglicéridos. 
d) Concentraciones bajas de HDL (<40 mg/dl (1,0 mmol/L en hombres y <50 mg/dl (1,3 
mmol/L) en mujeres) o en tratamiento con medicación. 
e) Tensión arterial alta (≥30/85 mmHg) o toma de medicación para tratar la hipertensión. 
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Población de estudio 
73 
 
6. POBLACIÓN DE ESTUDIO 
Población y selección de la muestra estudiada 
Estudio 1. Serum sTWEAK concentrations and risk of developing type 2 diabetes in a high 
cardiovascular risk population: a nested case-control study. 
Estudio 3. Reduced serum concentrations of carboxylated and undercarboxylated osteocalcin are 
associated with risk of developing type 2 diabetes mellitus in a high cardiovascular risk population: 
a nested case-control study. 
Para llevar a cabo estos dos análisis, se realizó un estudio con un diseño de casos y controles 
(1:2) anidado, con un total de 459 participantes no diabéticos seleccionados de una submuestra 
de 1.378 participantes no diabéticos al inicio del estudio pertenecientes a la cohorte PREDIMED, 
los cuales fueron reclutados en 3 nodos, Reus‐Tarragona, Barcelona y Pamplona.  
Durante el periodo de seguimiento (mediana, 5,9 años, mínimo 1,2 meses y máximo 8,2 años), 
153 individuos de la submuestra desarrollaron DMT2 (casos). Para cada nuevo caso de DMT2 
identificado, fueron seleccionados aleatoriamente dos controles (n=306) entre esos 1.225 
participantes restantes que no habían desarrollado la enfermedad durante el periodo de 
seguimiento. Los controles fueron emparejados a los casos por: edad, sexo, IMC, y grupo de 
intervención, de tal forma que como grupo fueran comparables en estas características a los 
casos. 
La selección al azar de los controles se realizó de la siguiente manera: los 1.225 individuos no 
diabéticos que fueron candidatos a ser incluidos en el grupo control, fueron clasificados de 
acuerdo a las categorías de las variables de emparejamiento: edad (≤67 o >67 años), sexo (0= 
hombre o 1= mujer), IMC (≤27 o >27 kg/m2), y grupo de intervención (1= dieta Mediterránea 
suplementada con aceite de oliva virgen extra o 2= dieta Mediterránea suplementada con frutos 
secos o 3= grupo control). En total se crearon 24 grupos (2*2*2*3 =24 grupos), y de cada grupo, 
2 controles fueron seleccionados al azar para cada caso que pertenecía al mismo grupo. Ésta 
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selección se realizó mediante números aleatorios generados con la función “uniform (1)” del 
SPSS y la rutina descrita en http://kb.iu.edu/data/acwb.html. 
 
Estudio 2. Reduced circulating sTWEAK levels are associated with metabolic syndrome in elderly 
individuals at high cardiovascular risk. 
Para el propósito de este análisis, con un diseño de estudio trasversal, se incluyeron 452 
participantes no diabéticos al inicio del estudio, que habían sido seleccionados previamente de 
la submuestra de los 1.378 participantes de la cohorte PREDIMED reclutados en los 3 nodos 
mencionados anteriormente, y de los cuales se disponían de las determinaciones bioquímicas de 
sTWEAK. 
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Título: Serum sTWEAK concentrations and risk of developing type 2 diabetes in a high 
cardiovascular risk population: a nested case-control study. 
Autores: Díaz-López A, Chacón MR, Bulló M, Maymó-Masip E, Martínez-González MA, Estruch R, 
Vendrell J, Basora J, Díez-Espino J, Covas MI, Salas-Salvadó J. 
Año: 2013 




Factor de impacto: 6,31 
Resumen: 
Introducción y objetivo: El sTWEAK es una citocina multifuncional implicada en la regulación 
de muchas actividades celulares tal como proliferación, migración, diferenciación, apoptosis, 
angiogénesis e inflamación. Recientemente, se ha descrito una relación entre el sTWEAK y el 
receptor scavenger sCD163, al cual éste puede unirse, y la resistencia a la insulina. Por lo tanto, 
el objetivo de este estudio fue analizar la asociación entre las concentraciones séricas de 
sTWEAK y sCD163 con el desarrollo de diabetes tipo 2 (DMT2) en sujetos de edad avanzada con 
alto riesgo cardiovascular. 
Diseño, escenario y participantes: Se realizó un estudio de casos y controles anidado, 
prospectivo, incluyendo 153 sujetos con nuevo diagnóstico de diabetes (casos) y 306 controles 
emparejados individualmente con casos (1:2) por edad, sexo, IMC y grupo de intervención, y que 
no desarrollaron diabetes durante un promedio de 5 años de seguimiento. Mediante modelos de 
regresión logística condicional se estimaron las Odds Ratios (ORs) para la incidencia de DMT2 
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según categorías de concentraciones de sTWEAK y de sCD163, ambos determinados en suero 
mediante kits ELISA. 
Resultados: Al inicio del estudio, las concentraciones séricas de sTWEAK fueron más bajas en 
los nuevos casos de DMT2 en comparación con los controles. No se observaron diferencias entre 
casos y controles en cuanto a las concentraciones séricas de sCD163. Después de ajustar por 
varios factores de confusión, las ORs para la incidencia de DMT2 en sujetos localizados en el 
cuartil más alto de las concentraciones de sTWEAK y del ratio sCD163/sTWEAK respecto a los 
sujetos localizados en el cuartil de referencia (primero) fueron 0,49 (IC del 95%, 0,31-0,76; P 
para la tendencia <0,01) y 1,67 (1,06-2,63; P para la tendencia =0,05), respectivamente. Un 
ajuste adicional por otras variables confusoras de estilo de vida, tuvo poco impacto sobre las 
estimaciones observadas. Mientras que el ajuste adicional por los componentes del síndrome 
metabólico y los niveles de insulina atenuó la magnitud de las asociaciones y sólo el sTWEAK 
permaneció asociado con el riesgo de incidencia de diabetes (OR: 0,63 (0,40-0,98); P para la 
tendencia =0,05). 
Conclusión: En una población de alto riesgo cardiovascular, unas concentraciones séricas de 
sTWEAK reducidas al inicio del estudio, se asociaron con un mayor riesgo de incidencia de 
diabetes. Este estudio describe por primera vez al sTWEAK, como un potencial biomarcador 
candidato para predecir el desarrollo de DMT2. 
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Serum sTWEAK Concentrations and Risk of
Developing Type 2 Diabetes in a High Cardiovascular
Risk Population: A Nested Case-Control Study
Andrés Díaz-López, Matilde R. Chacón, Mònica Bulló, Elsa Maymó-Masip,
Miguel A. Martínez-González, Ramón Estruch, Joan Vendrell, Josep Basora,
Javier Díez-Espino, María-Isabel Covas, and Jordi Salas-Salvadó
Human Nutrition Unit (A.D.-L., M.B., J.B., J.S.-S.), Faculty of Medicine and Health Sciences, IISPV,
Universitat Rovira i Virgili, 43201 Reus, Tarragona, Spain; CIBERobn Physiopathology of Obesity and
Nutrition (A.D.-L., M.B., M.A.M.-G., R.E., J.B., M.-I.C., J.S.-S.), Institute of Health Carlos III, 28029
Madrid, Spain; The Biomedical Research Centres Network for Diabetes and Associated Metabolic
Disorders (CIBERDEM) (E.M.-M., M.R.C., J.V.), University Hospital of Tarragona Joan XXIII, IISPV,
Universitat Rovira i Virgili, 43007 Tarragona, Spain; Department of Preventive Medicine and Public
Health (M.A.M.-G.), University of Navarra, 31008 Pamplona, Spain; Department of Internal Medicine
(R.E.), Hospital Clínic, Institut d’Investigació Biomèdica August Pi i Sunyer (IDIBAPS), University of
Barcelona, 08036 Barcelona, Spain; Primary Health Care Centre of Tafalla (J.D.-E.), 31300 Tafalla, Spain;
and Lipids and Cardiovascular Epidemiology Research Unit (M.-I.C.), Institut Municipal d’Investigació
Mèdica (IMIM), 08003 Barcelona, Spain
Context and Objective: Because serum concentrations of soluble forms of TNF-like weak inducer
of apoptosis (sTWEAK) and scavenger receptor CD163 (sCD163) have been associated with insulin
resistance and type 2 diabetes mellitus (T2D), we tested the associations of sTWEAK and sCD163
with the future development of T2D in elderly subjects at high cardiovascular risk.
Design, Setting, and Participants: A prospective, matched case-control study of 153 cases of newly
diagnosed diabetic subjects and 306 individually matched controls who did not develop diabetes
during a mean 5-year follow-up was conducted using data from the PREDIMED study. Conditional
logistic regression was used to estimate the matched odds ratio (OR) for incident T2D according to
categories of baseline sTWEAK and sCD163 concentrations measured by ELISA.
Results: Baseline sTWEAK concentrations were lower in cases than controls. There were no case-
control differences in sCD163 concentrations. In the conditional logistic model that took into
account the matching factors, the ORs for T2D incidence in the highest vs the lowest quartile of
sTWEAK and the sCD163/sTWEAK ratio were 0.49 (95% confidence interval [CI], 0.31–0.76; P for
trend .01) and 1.67 (95% CI, 1.06–2.63; P for trend  .05), respectively. Further adjustment for
potential lifestyle confounding factors had little impact on these estimates, whereas adjustment
for metabolic syndrome components and fasting insulin levels attenuated the magnitude of as-
sociations and only the sTWEAK remained statistically significant (OR  0.63; 95% CI, 0.40–0.98;
P for trend  .05).
Conclusion: These findings indicate that in a population at high cardiovascular risk, reduced cir-
culating levels of sTWEAK are associated with an increased risk of diabetes incidence. (J Clin
Endocrinol Metab 98: 3482–3490, 2013)
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Type 2 diabetes (T2D) is a growing public health issuethat has a major effect on morbidity and premature
mortalityworldwide (1,2).Obesity, amajor risk factor for
diabetes (3), induces chronic low-grade inflammation in
adipose tissue, characterized by an infiltration of activated
macrophages, increased expression of cytokines, and a
greater predisposition to obesity-related insulin resistance
(4), a necessary step in the pathogenesis of diabetes (5).
Concordantly, many cytokines have been implicated in
multiple pathways modulating the inflammation associ-
ated with glucose metabolism, insulin sensitivity, and T2D
(6, 7). One of these pathways could be mediated by the
TNF-like weak inducer of apoptosis (TWEAK), a mole-
cule of the TNF superfamily of cytokines mainly produced
by macrophages. TWEAK is synthesized as a type II trans-
membrane glycoprotein and subsequently released into
the circulation as a soluble bioactive form (sTWEAK) (8).
In recent years, TWEAK has emerged as a new player in
inflammatory processes (9). The binding of TWEAK to its
receptor, fibroblast growth factor-inducible 14 (Fn14), is
responsible for a variety of biological activities, including
stimulation of cell growth, angiogenesis, induction of pro-
inflammatory cytokines, and apoptosis (10).
Cross-sectional studies have shown that serum
sTWEAK concentrations are decreased in type 1 diabetes
(T1D) and T2D patients (11, 12). Furthermore, an inverse
association between sTWEAK concentrations and both
fasting glucose and homeostasis model of assessment
(HOMA) for insulin resistance (HOMA-IR) have been
cross-sectionally reported in T2D patients on chronic he-
modialysis (12). Similarly, sTWEAK concentrations were
negatively associated with fasting glucose levels in asymp-
tomatic subjects (13).
Another TWEAK binding membrane protein, the scav-
enger receptor CD163, has been identified. CD163 is ex-
pressed as a membrane-bound protein in macrophages
and monocytes, which is highly expressed in human adi-
pose tissue. It circulates in blood as a soluble form
(sCD163) generated by a proteolytic cleavage of the mem-
brane CD163 (14, 15). However, the functional role of
sCD163 remains to be fully characterized. Surprisingly,
cross-sectional studies have shown that serum sCD163
concentrations are increased in obese subjects and are
strongly positively associated with HOMA-IR in both
normal-weight and overweight individuals with T2D or
impaired glucose tolerance (13–18). Furthermore, in a re-
cent prospective study with 18-year follow-up, it has been
shown that increased concentrations of serum sCD163 are
a risk factor for developing T2D (19).
Altogether, these data suggest that soluble forms of
TWEAK and CD163 could play an intermediary role in
the pathogenesis of T2D by directly inducing insulin re-
sistance or through inflammatory mechanisms.
To our knowledge, the relationship between the con-
centrations of both biomarkers and the development of
T2D has yet to be evaluated. Therefore, to address the
associations of sTWEAK and sCD163 with the future de-
velopment of diabetes, we tested the hypothesis that de-
creased concentrations of sTWEAK and increased con-
centrations of sCD163 are related to a higher risk of T2D.
For this purpose, we identified new cases of diabetes oc-
curring during the follow-up of a cohort of nondiabetic
individuals from the PREvención con DIeta MEDiter-
ránea (PREDIMED) study and measured baseline serum
sTWEAK and sCD163 concentrations in these cases and
matched controls.
Subjects and Methods
Study design and population
The PREDIMED study is a multicenter, randomized, parallel
group primary prevention trial conducted in Spain to assess the
effects of the Mediterranean diet (MedDiet) on cardiovascular
disease (CVD). The protocol, design, objectives, and methods
of the PREDIMED trial (http://www.controlled-trials.com/
ISRCTN35739639) have been reported in detail elsewhere
(20, 21), and are available at http://www.predimed.org and
www.predimed.es. Briefly, recruitment took place between 2003
and 2009, and 7447 asymptomatic individuals at high risk for
coronary heart disease (CHD) complied with inclusion criteria
and were randomly assigned in a 1:1:1 ratio to 1 of 3 nutrition
intervention groups: 2 MedDiet groups (supplemented with vir-
gin olive oil or nuts) or a control low-fat diet group consisting of
advice to reduce intake of all types of fat. Randomization was
performed centrally by means of a computer-generated random-
number sequence. The Institutional Review Boards of the re-
cruitment centers approved the study protocol, and participants
gave their written informed consent.
The present report describes a nested case-control study
within the longitudinal study, to assess the associations between
baseline serum concentrations of sTWEAK and sCD163 and the
future development of T2D.
For the nested case-control study, we used data from 459
individuals of the total 1378 Caucasian nondiabetic individuals
recruited from 3 Spanish centers of the PREDIMED study (Reus-
Tarragona, Pamplona, and Barcelona Clinic). Subjects were
community-dwelling men aged 55–80 years and women aged
60–80 years without prior CVD at baseline but with at least 3
of the following cardiovascular risk factors: smoking, hyperten-
sion, dyslipidemia, overweight/obesity, or family history of pre-
mature CHD. The exclusion criteria for the PREDIMED study
were any severe chronic illness, alcohol or drug addiction, and
history of food allergy to olive oil or nuts. All participants with
baseline-prevalent diabetes were excluded from the present
analysis.
Of the 1378 individuals recruited, we selected all the indi-
viduals who developed T2D during follow-up (n  153). The
median follow-up was 5.9 years (minimum, 1.2 mo; maximum,
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8.2 y). For each subject who developed diabetes, 2 controls were
selected at random among those who had not developed diabetes
during the follow-up (n  306). Controls were matched for dietary
intervention group (MedDietvirgin olive oil, MedDietnuts, or
control group), age (67 vs 67 y), sex, and body mass index
(BMI) (27 vs 27 kg/m2).
Ascertainment of incident diabetes
The primary outcome was new-onset diabetes, diagnosed ac-
cording to American Diabetes Association criteria (22): namely,
fasting plasma glucose 126 mg/dL (7 mmol/L) or 2-hour
plasma glucose 200 mg/dL (11.1 mmol/L) after a 75-g oral
glucose tolerance test measured yearly. A second test using the
same criteria as above was required for confirmation. Cases were
ascertained by the PREDIMED Clinical Event Committee,
whose members were blinded to the intervention and to the as-
sessed biomarkers.
Measurements
At baseline and each annual visit, all participants com-
pleted: 1) a general questionnaire about education, lifestyle,
comorbidities, and medication use; 2) a validated 137-item
food frequency questionnaire (20); 3) a validated physical
activity questionnaire (23); and 4) a validated 14-point ques-
tionnaire to assess adherence to the MedDiet (24). In addition,
anthropometric variables and blood pressure measured in
triplicate using a validated semiautomatic oscillometer (Om-
ron HEM-705CP; Omron Corp., Hoofddorp, The Nether-
lands) were determined (25).
Biochemical determinations
Blood samples were collected after an overnight fast. The
aliquots of serum and EDTA plasma were immediately pro-
cessed, coded, and shipped to a central laboratory in a portable
cooler (4°C), and stored at 80°C until analysis. The time
between blood sampling and freezing was less than 1 hour.
Plasma levels of fasting glucose and serum levels of total cho-
lesterol, high-density lipoprotein (HDL)-cholesterol, and
triglycerides were measured by standard enzymatic methods.
Low-density lipoprotein (LDL)-cholesterol concentrations were
calculated using Friedewald’s equation. Plasma insulin concen-
trations were measured by ELISA (EZHI-14K; Millipore, St
Charles, Missouri) with intra- and interassay coefficients of vari-
ation of 5.9 and 10.3%, respectively. Insulin resistance was es-
timated by the HOMA method: HOMA-IR  [fasting insulin
(IU/mL)  fasting glucose (mmol/L)]/22.5.
Serum concentrations of sTWEAK and sCD163 were deter-
mined in duplicate by ELISA using the commercially available
human TWEAK/TNFSF12 kit DY1090 and human CD163 kit
DY1607 (R&D Systems Europe, Abingdon, Oxon, United King-
dom), respectively. The intra- and interassay coefficients of vari-
ation were 2.5 and 7.0% for sTWEAK and 2.4 and 6.4% for
sCD163, respectively.
Statistical analysis
The baseline characteristics of participants were described
using mean  SD values or median and interquartile range (IQR)
for continuous variables, and numbers and percentage for
categorical variables. The normality of variables was tested us-
ing the Kolmogorov-Smirnov test. Fasting glucose, insulin,
sTWEAK, sCD163, and the sCD163/sTWEAK ratio were loge-
transformed to approximately normalize their distributions be-
fore the analyses. Student’s t test for continuous variables and 2
test for categorical variables were used to assess differences ac-
cording to baseline characteristics between participants who de-
veloped diabetes or not. BMI, age- and sex-adjusted partial cor-
relation coefficients were used to assess the relationship between
biomarkers measured at baseline and components of the insulin
resistance syndrome.
To assess the risk of diabetes for each of the serum concen-
tration categories of the biomarkers, participants were catego-
rized according to their quartiles of baseline sex-adjusted
sTWEAK and sCD163 concentrations (or the sCD163/sTWEAK
ratio). We used conditional logistic regression models to estimate
the matched odds ratios (ORs) and the 95% confidence interval
(CI) for incident diabetes for the 3 upper quartiles using the
lowest quartile as the reference category.
An unadjusted model and 2 other adjusted models were fitted.
Model 1 was adjusted for known diabetes risk factors: family
history of diabetes (yes/no), educational level, alcohol consump-
tion (3 standard drink units for men or 1.5 for women or less
than these amounts), smoking (current/not current), leisure-
time physical activity (sedentary, 200 metabolic equiva-
lents [METs]-min/d; vs active, 200 METs-min/d), and the
PREDIMED 14-item MedDiet score (0–14). Model 2 was ad-
ditionally adjusted for the metabolic syndrome (MetS) compo-
nents: waist circumference 102 cm in men/88 cm in women
(yes/no); serum triglycerides  150 mg/dL (1.6 mmol/L) (yes/no);
HDL-cholesterol 40 mg/dL (1 mmol/L) in men/50 mg/dL
(1.2 mmol/L) in women (yes/no); high blood pressure (130/85
mm Hg) or treatment with antihypertensive medication (yes/no);
fasting plasma glucose level 100 mg/dL (5.5 mmol/L) (yes/no);
and fasting insulin levels (loge-transformed continuous vari-
able). Linear-trend tests were conducted across categories by
assigning the medians to each category and treating it as a con-
tinuous variable. All statistical tests were 2-tailed, and the sig-
nificance level was set at P  .05. Analyses were performed using
SPSS software version 19.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois).
Results
Of the 459 participants, 7 were excluded because no blood
samples were available to determine sTWEAK or sCD163
concentrations. Thus, analyses were carried out in a sam-
ple of 452 individuals.
Table 1 shows the selected baseline characteristics and
biomarker concentrations of those participants who de-
veloped incident T2D (cases, n  148) and those who
remained free of diabetes (matched controls, n  304)
during the follow-up. As expected, the percentage of men
and individuals in each of the intervention groups, average
age, and BMI were similar between both groups. Individ-
uals who developed diabetes were more likely to have a
family history of diabetes (36.0 vs 24.5%), had higher
baselinemeansystolicbloodpressureand triglyceride con-
centrations, and had lower baseline HDL-cholesterol lev-
els than their matched control individuals. Cases had
higher baseline levels of fasting glucose, insulin, and
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HOMA-IR. Compared to matched controls, incident
cases had lower median serum sTWEAK concentrations
(538.7 vs 591.5 pg/mL; P  .04) and a nonsignificantly
higher sCD163/sTWEAK ratio (0.43 vs 0.38; P  .08),
whereas median levels of sCD163 concentrations were
similar in cases and controls.
Serum concentrations of sTWEAK and sCD163 and
their sCD163/sTWEAK ratio according to the baseline
characteristics of the case-control sample are summarized
in Table 2. The median serum concentrations of sTWEAK
were significantly lower in men than in women, in current
smokers vs nonsmokers, in individuals that had impaired
fasting glucose (110 mg/dL [6 mmol/L]), and in individ-
uals with MetS (P values  .05, all). There were no sig-
nificant differences between serum sTWEAK concentra-
tions and other selected characteristics. Similarly, no
significant differences were observed in serum sCD163
concentrations in the different subgroups. The sCD163/
sTWEAK ratio was significantly higher in men vs women,
in individuals that had impaired fasting glucose, and in
individuals with MetS (P values  .05, all). We calculated
BMI, age- and sex-adjusted partial correlation coefficients
between baseline serum concentrations of sTWEAK and
sCD163, or the sCD163/sTWEAK ratio and components
of the insulin resistance syndrome (Table 3). No relation-
ship between sTWEAK and sCD163 was found (data not
shown). However, statistically significant negative rela-
tionships were found between sTWEAK and HOMA-IR
(r  0.17, P  .05 in cases; r  0.12, P  .05 in
controls). In contrast, the sCD163/sTWEAK ratio was
also positively related to HOMA-IR (r  0.23, P  .01 in
cases; r  0.16, P  .01 in controls).
Table 1. Baseline Characteristics of Participants
Baseline Variable Incident Diabetics (cases) Matched Controlsa P Valueb
n 148 304
Age, y 66.3  5.8 66.3  6.0 .96
MedDietVOO/MedDietNuts/control intervention groups, n 49/43/56 100/89/115 1.00
Men 72 (47) 144 (47) 1.00
Body weight, kg 78.49  11.25 76.81  10.88 .12
BMI, kg/m2 30.20  3.18 29.79  3.00 .18
Overweight/obesity (BMI  25 kg/m2) 148 (97) 293 (96) .61
Smoking habits .20
Current smoker 40 (26) 64 (21)
Non-smoker 113 (74) 242 (79)
Physical activity, METs-min/d 276.9  229.0 267.4  238.9 .68
Educational level .88
Primary education or illiterate 106 (69) 214 (70)
Secondary or higher education 47 (31) 92 (30)
Family history of diabetes 55 (36.0) 75 (24.5) .01
Family history of premature CHD 33 (21.6) 46 (15.0) .08
Medication use
Statins 67 (43.8) 122 (39.9) .42
Fibrates 2 (1.3) 8 (2.6) .51
Antihypertensive drugs 118 (77.1) 234 (76.5) .91
Diastolic blood pressure, mm Hg 87.50  10.97 85.99  10.23 .14
Systolic blood pressure, mm Hg 154.89  20.93 151.20  19.80 .06
Triglyceride, mg/dL 156.2  113.2 136.4  70.3 .02
Total cholesterol, mg/dL 219.9  42.1 224.6  35.2 .21
LDL-cholesterol, mg/dL 136.1  33.0 140.7  32.1 .15
HDL-cholesterol, mg/dL 53.21  12.49 56.27  14.15 .02
Fasting glucose, mg/dLc 110.0 (100.0, 123.0) 93.0 (87.0, 99.0) .001
Fasting insulin, U/mLc 5.32 (3.44, 7.34) 4.32 (3.08, 6.69) .021
HOMA-IR 1.70  1.08 1.23  0.79 .001
sTWEAK, pg/mLc 538.7 (303.9, 745.4) 591.5 (419.5, 837.9) .04
sCD163, ng/mLc 225.9 (171.4, 308.0) 223.3 (166.9, 305.8) .99
sCD163/sTWEAK ratioc 0.43 (0.27, 0.74) 0.38 (0.22, 0.61) .08
MedDiet score (0 to 14) 8.56  1.76 8.64  1.88 .64
Abbreviations: MedDietVOO, MedDiet supplemented with virgin olive oil; MedDietnuts, MedDiet supplemented with nuts. Data are expressed
as mean  SD or number (%), unless otherwise specified. SI conversion factors: triglycerides, mg/dL  0.01129  mmol/L; cholesterol, HDL-
cholesterol, and LDL-cholesterol, mg/dL  0.02586  mmol/L; glucose, mg/dL  0.0556  mmol/L; insulin, IU/mL  6.945  pmol/L.
a Matched for dietary intervention group (MedDietVOO, MedDietNuts, or control group), age (67 vs 67 y), sex, and BMI (27 vs 27
kg/m2).
b P value for comparisons between 2 groups was tested by 2 test for categorical variables or Student’s t test for continuous variables.
c Values expressed as median (IQR).
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Table 4 shows the results of the conditional logistic
regression models, in which we assessed the associations
of baseline serum concentrations of the biomarkers with
incident T2D. In the crude analyses conditioned on match-
ing for dietary intervention group, age, sex, and BMI,
there was a statistically significant association between
increased sTWEAK concentrations and a decreased risk of
incident T2D in individuals in the top quartile vs those in
the lowest quartile (OR, 0.49; 95% CI, 0.31–0.76; P for
linear trend  .01). This association was similar after fur-
ther adjustment for family history of diabetes and different
lifestyle risk factors (model 1). Additional control for
MetS components and insulin concentrations consider-
ably attenuated but did not eliminate this association, al-
though the linear trend across the quartiles of sTWEAK
concentrations was borderline significant (OR, 0.63; 95%
CI, 0.40–0.98; P for linear trend  .05) (model 2). No
significant associations were observed between sCD163
concentrations and incident diabetes in either of the ad-
justed models tested. As expected, like the results obtained
Table 2. Serum Concentrations of sTWEAK and sCD163 and sCD163/sTWEAK Ratio According to Baseline
Characteristics of Participants Included in the Study









Age .49 .76 .44
67 y (n  267) 549.4 (391.6, 788.5) 224.8 (174.1, 303.2) 0.39 (0.25, 0.67)
67 y (n  185) 586.5 (388.4, 840.7) 221.8 (164.3, 313.5) 0.38 (0.23, 0.66)
Sex .01 .78 .04
Men (n  214) 537.7 (375.5, 684.9) 227.7 (166.8, 303.7) 0.44 (0.27, 0.69)
Women (n  238) 631.9 (411.3, 951.4) 221.0 (171.1, 313.5) 0.36 (0.21, 0.58)
Obesity (BMI  30 kg/m2) .12 .65 .11
With (n  208) 536.3 (368.5, 795.2) 226.7 (169.7, 307.6) 0.40 (0.25, 0.70)
Without (n  244) 594.8 (421.3, 820.5) 223.0 (167.5, 305.7) 0.38 (0.23, 0.61)
Current smoker .04 .26 .29
Yes (n  104) 530.0 (373.3, 632.0) 224.9 (165.0, 289.5) 0.41 (0.29, 0.59)
No (n  348) 599.5 (401.7, 850.9) 224.5 (171.1, 311.9) 0.39 (0.22, 0.68)
Physical activity (200 METs-min/d) .51 .58 .37
Active (n  221) 592.5 (394.0, 844.5) 214.4 (168.9, 292.3) 0.36 (0.22, 0.62)
Sedentary (n  231) 545.6 (383.2, 789.4) 234.2 (168.5, 308.9) 0.42 (0.26, 0.68)
Hypertension .79 .78 .94
With (n  437) 563.3 (388.4, 815.1) 226.5 (169.1, 308.1) 0.39 (0.25, 0.66)
Without (n  14) 616.9 (537.7, 706.4) 213.1 (164.7, 277.4) 0.38 (0.26, 0.54)
Family history of diabetes .69 .71 .90
With (n  128) 573.7 (366.9, 908.6) 232.3 (171.4, 305.8) 0.39 (0.21, 0.74)
Without (n  324) 562.7 (397.9, 787.6) 217.6 (168.6, 307.2) 0.39 (0.25, 0.65)
Fasting glucose .01 .21 .01
110 mg/dL (n  97) 485.7 (289.9, 726.3) 242.3 (169.1, 310.0) 0.48 (0.29, 0.85)
110 mg/dL (n  349) 581.6 (417.2, 811.3) 219.3 (168.3, 304.2) 0.37 (0.22, 0.58)
MetS .02 .08 .01
With (n  232) 541.8 (366.1, 749.9) 240.1 (171.4, 317.2) 0.42 (0.26, 0.75)
Without (n  220) 598.2 (426.8, 864.8) 215.8 (165.1, 291.0) 0.36 (0.21, 0.54)
Data are expressed as median (IQR). P value for comparisons between the different subgroups was tested by Student’s t test.
Table 3. BMI-, Age-, and Gender-Adjusted Partial Correlation Coefficients Between Serum Concentrations of
sTWEAK and sCD163 or the sCD163/sTWEAK Ratio and Components of the Insulin Resistance Syndrome
All (n  452)
Incident Diabetics (cases)
(n  148) Matched controls (n  304)#
Glucose Insulin HOMA-IR Glucose Insulin HOMA-IR Glucose Insulin HOMA-IR
sTWEAK, pg/mL 0.13b 0.15b 0.16c 0.18a 0.15a 0.17a 0.04 0.14b 0.12a
sCD163, ng/mL 0.01 0.09a 0.11a 0.04 0.14 0.14 0.06 0.07 0.09
sCD163/sTWEAK
ratio
0.12b 0.18c 0.20c 0.12 0.20b 0.23b 0.07 0.16b 0.16b
Data are correlation coefficients.
# Matched for dietary intervention group (MedDiet supplemented with virgin olive oil, MedDiet supplemented with nuts, or control group), age
(67 vs 67 yr), sex, and BMI (27 vs 27 kg/m2).
a P  .05; b P  .01, c P  .001.
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with sTWEAK concentrations, the sCD163/sTWEAK ra-
tio was borderline significantly associated with diabetes
incidence, in both crude and adjusted model 1 (P for linear
trend  .05, both). This association disappeared after ad-
justment for other MetS components and insulin concen-
trations as confounders.
Discussion
In this large prospective nested case-control study conducted
in participants in the PREDIMED study, we used fully ad-
justed analyses to show that those individuals in the highest
baseline quartile of sTWEAK concentrations had a 37%
lower risk of eventually developing T2D than those in the
lowest quartile. Thus, decreased serum levels of sTWEAK
are significantly and independently associated with an in-
creased risk of T2D. These findings highlight a possible role
of sTWEAK on the pathogenesis of T2D.
As far as we know, there is no prospective epidemio-
logical evidence to suggest that serum sTWEAK concen-
trations are linked to diabetes incidence. However, some
cross-sectional studies point to a link between sTWEAK
concentrations and diabetes (11, 12). Thus, in a recently
published case-control study, T1D patients showed de-
creased concentrations of serum sTWEAK compared with
controls (11). In this context, Kralisch et al (12) deter-
mined sTWEAK serum concentrations in 60 chronic he-
modialysis patients (32 had T2D) and 60 controls (30 had
T2D). In that study, mean serum sTWEAK concentrations
were significantly decreased in those individuals with T2D
or hemodialysis and were lowest in subjects with both
conditions (12). These data are in agreement with the re-
sults of our study, which indicate that decreased serum
concentrations of sTWEAK could be viewed as a surrogate
biomarker for T2D.
In accordance with previous reports on glucose metab-
olism (12, 13, 26), in our study serum sTWEAK concen-
trations were inversely associated with HOMA-IR levels,
independently of the case-control status. Elucidating the
mechanisms responsible for improvement of insulin sen-
sitivity might enhance the understanding of the patho-
physiology of T2D, being a prerequisite for the develop-
ment of preventive strategies. Thus, taking into account
these data altogether, the sTWEAK may be considered as
Table 4. Crude and Adjusted Risk of T2D According to Sex-Adjusted Quartiles of Serum Concentrations of
sTWEAK and sCD163 or the sCD163/sTWEAK Ratio
Quartiles (Q) of Biomarkers P for
Linear
TrendQ1 Q2 Q3 Q4
n 112 114 114 112
sTWEAK, median (IQR),
pg/mL
275.4 (227.4, 327.9) 489.7 (440.4, 536.4) 668.5 (598.8, 760.7) 1276.2 (910.1, 1996.4)
Crude (matched)a
model
1 (Ref.) 0.40 (0.25–0.63) 0.46 (0.29–0.71) 0.49 (0.31–0.76) .01
Model 1 1 (Ref.) 0.43 (0.27–0.69) 0.46 (0.30–0.73) 0.52 (0.33–0.81) .01
Model 2 1 (Ref.) 0.45 (0.29–0.72) 0.58 (0.37–0.91) 0.63 (0.40–0.98) .05
sCD163, median (IQR),
ng/mL
134.0 (108.5, 155.3) 195.0 (184.2, 207.7) 258.8 (245.1, 284.7) 401.6 (334.1, 494.8)
Crude (matched)a
model
1 (Ref.) 1.01 (0.69–1.76) 1.04 (0.66–1.65) 1.07 (0.66–1.72) .82
Model 1 1 (Ref.) 1.15 (0.72–1.83) 0.94 (0.58–1.49) 1.06 (0.64–1.73) .99
Model 2 1 (Ref.) 1.15 (0.72–1.84) 0.93 (0.58–1.50) 1.07 (0.65–1.75) .99
sCD163/sTWEAK ratio,
median (IQR)
0.16 (0.10, 0.20) 0.31 (0.28, 0.35) 0.48 (0.43, 0.56) 0.98 (0.77, 1.28)
Crude (matched)a
model
1 (Ref.) 1.26 (0.79–2.02) 0.94 (0.57–1.53) 1.67 (1.06–2.63) .05
Model 1 1 (Ref.) 1.21 (0.75–1.95) 0.92 (0.56–1.52) 1.65 (1.04–2.61) .05
Model 2 1 (Ref.) 1.25 (0.76–2.05) 0.98 (0.58–1.65) 1.52 (0.94–2.46) .12
Results are expressed as matched ORs (95% CI), unless otherwise specified.
a Matched for dietary intervention group (MedDiet supplemented with olive oil, MedDiet supplemented with nuts or control group), age (67 vs
67 yr), sex, and BMI (27 vs 27 kg/m2).
Model 1: Adjusted for family history of diabetes (yes/no); educational level (primary education/illiterate vs secondary/higher education); alcohol
consumption (3 standard drink units for men, 1.5 for women, or less than these amounts); smoking (current/not current); physical activity
(sedentary vs active); and MedDiet score (0–14).
Model 2: Further adjusted for MetS components—waist circumference 102 cm in men/88 cm in women (yes/no); serum triglyceride 150 mg/
dL (yes/no); HDL-cholesterol 40 mg/dL in men/50 mg/dL in women (yes/no); high blood pressure (130/85 mm Hg) or medication use (yes/no);
fasting plasma glucose level 100 mg/dL (yes/no); and fasting insulin levels (loge-transformed continuous variable).
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an indicative biomarker for obesity-associated insulin re-
sistance, which can be measured easily in blood samples
and may prove to be of clinical value for the early identi-
fication of individuals at risk of diabetes.
There is no consensus as to whether there are sex dif-
ferences in the peripheral blood levels of sTWEAK. The
results of our study agree with those of previous reports,
which show that females had higher concentrations of
sTWEAK than males (12, 27) and, therefore, that there
may be a sex dimorphism. Smokers in our study showed
decreased peripheral concentrations of sTWEAK. The
negative association between smoking and sTWEAK has
also been recently observed by our research group in in-
dividuals with T1D (11). However, the potential influence
of smoking on the sTWEAK concentration appears to be
a complex issue that remains to be fully elucidated. Cig-
arette smoke-mediated oxidative stress will induce an in-
flammatory response, which leads to producing proin-
flammatory, chemotactic mediators and oxygen radicals
(28). TWEAK has been proposed to be evolved as a pro-
tection against the development of potential harmful in-
flammatory responses (29). Furthermore, it has also
been reported that under proinflammatory conditions,
TWEAK expression is down-regulated (30). Therefore,
we can speculate that smoking could decrease TWEAK
levels, inducing an inflammatory response and thus in-
creasing the risk of diabetes as observed in our study.
In our study, we found that decreased concentrations of
sTWEAK were related not only to insulin resistance and
diabetes, but also to the MetS, a cluster of metabolic ab-
normalities that increases the risk of CVD (31). Thus, the
results of our study are in accordance with those of other
studies that demonstrate an association between low
sTWEAK concentrations and the risk of CVD (32, 33).
Although our data support the existence of etiological
associations, the biological mechanisms through which
low circulating levels of sTWEAK increase the risk of di-
abetes remain speculative and require further study.
TWEAK is a multifunctional cytokine whose effects de-
pend on the type of cell and the stage of the disease (9).
Recently, we have demonstrated that the TWEAK/Fn14
axis may be a new component of the network that par-
ticipates in the inflammatory imbalance of the pathogen-
esis of insulin resistance in obesity and T2D (34). Inter-
estingly, TWEAK acts by binding to Fn14, a highly
inducible cell-surface receptor that is linked to several in-
tracellular signaling pathways, including the nuclear fac-
tor-B (NF-B) pathway, which is associated with its pro-
inflammatory effect (35–37). In addition, several studies
have demonstrated that in both monocytes and adipocytes
from patients with obesity or T2D, the activation of the
proinflammatory transcription factor NF-B can release
proinflammatory mediators that may interfere with insu-
lin signaling and cause insulin resistance (35, 37–39). On
the other hand, it has been demonstrated that Fn14 ex-
pression was up-regulated in human adipose tissues in
severe obesity and that the presence of T2D did not affect
the expression of TWEAK according to the obesity status
(36). However, Fn14 expression was increased mainly in
morbidly obese T2D women (34). Thus, the decreased
concentrations of sTWEAK in those participants who de-
veloped T2D (96% of whom were obese) observed in our
study may reflect the uptake of this molecule by its recep-
tor (Fn14), which leads to peripheral decreased serum con-
centrations. Our study found no relation between the se-
rum concentrations of sTWEAK and sCD163. Despite
this, it is also possible that sTWEAK levels may also be
decreased by clearance via its scavenger receptor CD163.
In fact, previous data from other groups have shown that
CD163-expressing macrophages can sequester and inter-
nalize sTWEAK, thus leading to reduced serum concen-
trations (40, 41).
In the present study, serum sCD163 concentrations are
not a useful marker for T2D. This contrasts with results
reported by Møller et al (19) in a general population. Dif-
ferences in the design and the study population could ex-
plain the discrepancies between the results. Our popula-
tion was older and at higher cardiovascular risk than the
population of the Copenhagen City Heart Study (CCHS)
enrolled from the general population and aged 20 years
and older. More importantly, data on fasting glucose mea-
surements at baseline were not available in the CCHS, so
adjustments could not be made for glucose, an important
predictor of diabetes that tends to attenuate the associa-
tion between sCD163 and diabetes. Importantly, in our
study we also observed a significant direct association be-
tween sCD163 concentrations and HOMA-IR in the
whole population, which suggests a direct relationship be-
tween the level of insulin resistance and the peripheral
concentrations of this molecule, as shown in previously
reported studies (17, 18).
Finally, some authors have demonstrated a relationship
between the sCD163/sTWEAK ratio and the presence of
atherosclerotic diseases (40, 41), suggesting that this ratio
could be a biomarker of clinical and subclinical athero-
sclerosis. To the best of our knowledge, our study is the
first to have tested the extent to which this ratio can be
considered a biomarker of diabetes risk. Although the
sCD163/sTWEAK ratio was associated with HOMA-IR,
it was not found to be independently associated with the
risk of diabetes.
We are aware that our study has limitations, but it also
has strengths that should be mentioned. First, a major
limitation is that the population studied was composed of
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elderly individuals with insulin resistance or other CVD
risk factors. Therefore, our findings cannot be extrapo-
lated to young and healthy individuals. Another limitation
of our study is inherent to the study design. In nested case-
control studies, nondiseased persons from whom the con-
trols are selected may not be fully representative of the
original cohort. So, it will be important in the future to
assess prospectively the association between serum levels
of both biomarkers and risk of developing T2D in other
cohorts assessing all the cohort members at baseline. One
of the strengths of our study over previous studies is that
the diagnosis of diabetes was not self-reported and was
verified by a second analytical test, thus making the iden-
tification of new incident cases more reliable. In addition,
in our study, cases were ascertained by an independent
Clinical End-Point Adjudication Committee, whose mem-
bers were unaware of the study-group assignments and
other clinical data. Other strengths of our study include
the relatively large number of incident cases, a long fol-
low-up period, inclusion of individuals of both sexes, and
detailed standardized assessment of and control for a large
number of potential confounding variables.
In summary, in the present study we demonstrated that
decreased serum levels of sTWEAK are independently as-
sociated with T2D development. Further studies are war-
ranted to confirm these findings in different populations
and to elucidate the mechanisms explaining these findings.
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Resumen: 
Introducción y objetivo: Recientemente, se ha descrito al sTWEAK como una citocina 
implicada en la modulación de procesos inflamatorios y aterogénicos relacionados con el riesgo 
cardiometabólico. El presente estudio se realizó con el objetivo de analizar la asociación entre 
las concentraciones séricas de sTWEAK y prevalencia del síndrome metabólico (SM), y sus 
componentes en individuos de edad avanzada con alto riesgo cardiovascular. 
Diseño, escenario y participantes: Se realizó un análisis transversal con 452 individuos no 
diabéticos — hombres y mujeres con un rango de edad entre 55 y 80 años — con alto riesgo 
cardiovascular reclutados en el estudio PREDIMED, de los cuales 234 fueron diagnosticados de 
SM. El diagnóstico de SM se definió en base a los criterios armonizados actualizados de la IDF-
AHA/NHLBI en el año 2009. Se utilizaron análisis de regresión logística para estimar las Odds 
Ratios (ORs) para el SM y sus componentes según los terciles de las concentraciones séricas de 
sTWEAK determinadas mediante kits ELISA. 
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Resultados: Los sujetos con diagnóstico de SM presentaron menores concentraciones séricas 
circulantes de sTWEAK que aquellos sujetos sin SM. Los análisis de regresión ajustados por edad 
y sexo, mostraron que aquellos sujetos localizados en el tercil más bajo de las concentraciones 
séricas del sTWEAK presentaron un mayor riesgo de tener SM [OR: 1,71 (IC de 95%, 1,07-2,72)], 
y un mayor riesgo de tener obesidad abdominal [2,01 (1,15-3,52)], hiperglucemia [1,94 (1,20-
3,11)], e hipertrigliceridemia [1,73 (1,05-2,82)], con respecto aquellos sujetos situados en tercil 
superior. Estas asociaciones persistieron después de controlar por factores de confusión tales 
como antecedentes familiares de diabetes, enfermedad coronaria prematura, factores de estilo 
de vida, función renal y otros componentes del SM. Las concentraciones séricas de sTWEAK 
fueron significativamente más bajas a medida que aumentaba el número de componentes del 
SM. Aquellos sujetos localizados en el tercil más bajo de las concentraciones séricas de sTWEAK 
presentaron un mayor riesgo de tener un mayor número de componentes del SM respecto 
aquellos sujetos localizados en el tercil superior. Las ORs ajustadas para sujetos con 2 vs ≤ 1, 3 vs 
≤ 1, y ≥ 4 vs≤ 1 componentes del SM fueron 2,60 (01,09-06,22), 2,83 (1,16-6,87) y 6,39 (2,42-
16,85), respectivamente. 
Conclusión: En pacientes de edad avanzada con alto riesgo cardiovascular, unos niveles séricos 
bajos de sTWEAK se asociaron con una mayor prevalencia de SM; siendo la obesidad abdominal, 
la hipertrigliceridemia y la hiperglucemia los principales contribuyentes de esta asociación. 
Estos resultados sugieren que los niveles circulantes de sTWEAK podrían desempeñar un papel 
modulador de estas alteraciones metabólicas asociadas a la obesidad y el riesgo de DMT2 y 
enfermedad cardiovascular. 
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ORIGINAL INVESTIGATION Open Access
Reduced circulating sTWEAK levels are associated
with metabolic syndrome in elderly individuals at
high cardiovascular risk
Andrés Díaz-López1,2, Mònica Bulló1,2, Matilde R Chacón3, Ramón Estruch2,4, Joan Vendrell3, Javier Díez-Espino5,
Montserrat Fitó2,6, Dolores Corella7 and Jordi Salas-Salvadó1,2*
Abstract
Background: The circulating soluble TNF-like weak inducer of apoptosis (sTWEAK) is a cytokine that modulates
inflammatory and atherogenic reactions related to cardiometabolic risk. We investigated the association
between sTWEAK levels and metabolic syndrome (MetS) and its components in older subjects at high
cardiovascular risk.
Methods: Cross-sectional analysis of 452 non-diabetic individuals (men and women aged 55–80 years) at high
cardiovascular risk. MetS was defined by AHA/NHLBI and IDF criteria. Logistic regression analyses were used to estimate
odds ratios (ORs) for MetS and its components by tertiles of serum sTWEAK concentrations measured by ELISA.
Results: sTWEAK concentrations were lower in subjects with MetS than in those without. In gender- and age-adjusted
analyses, subjects in the lowest sTWEAK tertile had higher ORs for overall MetS [1.71 (95% CI, 1.07-2.72)] and its
components abdominal obesity [2.01 (1.15-3.52)], hyperglycemia [1.94 (1.20-3.11)], and hypertriglyceridemia [1.73 (1.05-
2.82)] than those in the upper tertile. These associations persisted after controlling for family history of diabetes and
premature coronary heart disease, lifestyle, kidney function and other MetS components. sTWEAK concentrations
decreased as the number of MetS components increased. Individuals in the lowest vs the upper sTWEAK tertile had an
increased risk of disclosing greater number of MetS features. Adjusted ORs for individuals with 2 vs ≤1, 3 vs ≤1, and ≥4
vs≤ 1 MetS components were 2.60 (1.09-6.22), 2.83 (1.16-6.87) and 6.39 (2.42-16.85), respectively.
Conclusion: In older subjects at high cardiovascular risk, reduced sTWEAK levels are associated with MetS: abdominal
obesity, hypertriglyceridemia and hyperglycemia are the main contributors to this association.
Keywords: sTWEAK, Metabolic syndrome, Cardiovascular risk, Biomarkers, Insulin resistance
Background
The TNF-like weak inducer of apoptosis (TWEAK) is a
molecule of the TNF superfamily [1,2]. It is initially
expressed as a type-II trans-membrane protein (mTWEAK),
but a smaller biologically active form can also be shed into
the circulation as a soluble form (sTWEAK). TWEAK is
ubiquitously expressed in a variety of organs, tissues and
cell types, with high levels in heart, brain, pancreas,
skeletal muscle and adipose tissues, and lower levels in
liver and kidney. The binding of sTWEAK to its receptor,
the fibroblast growth factor-inducible 14 (Fn14), mediates
multiple biological effects, including proinflammatory
cytokine induction, angiogenesis, and the regulation of cell
survival, proliferation and death [3,4].
In recent years, cross-sectional studies investigating
the associations between sTWEAK and diseases and/or
metabolic disorders have been widely reported. In this
context, Blanco-Colio et al. reported lower levels of
sTWEAK in patients with atherosclerosis and a negative
correlation between circulating TWEAK levels and the
intima/media thickness in asymptomatic subjects [5].
Similarly, circulating sTWEAK levels have been found to
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be reduced in various cardiovascular and metabolic dis-
orders [6-11]. Decreased sTWEAK levels have also been
related to a higher risk of endothelial dysfunction in sub-
jects with chronic kidney disease [12], and to long-term
cardiovascular mortality in patients with peripheral ar-
tery disease (PAD) [13]. And circulating sTWEAK con-
centrations have been negatively correlated with such
other laboratory and clinical parameters as fasting plasma
glucose levels, insulin resistance assessed by homeostasis
model assessment of insulin resistance (HOMA-IR) and
systolic or diastolic blood pressure in patients with type 2
diabetes (T2D) and in chronic kidney disease [10,14]. Fi-
nally, our group has demonstrated that patients with type
1 diabetes (T1D) had lower sTWEAK levels than healthy
subjects [15], and a negative association between sTWEAK
levels, glucose metabolism-related parameters and T2D in-
cidence has been reported [16].
To date, the relationship between circulating sTWEAK
levels and Metabolic Syndrome (MetS) has not been ex-
plored. Based on recent researches, we hypothesized that
low serum sTWEAK levels are associated with MetS, a
common metabolic disorder, resulting from abdominal
obesity and insulin resistance [17]. Thus, the present
study aimed to explore whether circulating sTWEAK
concentrations are associated with MetS and its individ-
ual components in elderly subjects at high cardiovascu-
lar risk.
Methods
Study design and participants
The present cross-sectional study was carried out on 452
Caucasian individuals at high risk for coronary heart dis-
ease (CHD), recruited by their medical practitioners from
three Spanish centers (Reus, Barcelona and Pamplona)
within the framework of the PREDIMED study [18], which
were randomly selected from those without diabetes at
baseline. The participants studied were community-
dwelling men and women aged 55–80 years. The exclu-
sion criteria included: prior cardiovascular disease (CVD)
(including coronary heart disease [angina, myocardial in-
farction, coronary revascularization procedures or exist-
ence of abnormal Q waves in the electrocardiogram],
stroke [either ischemic or hemorrhagic, including transi-
ent ischemic attacks], or clinical peripheral artery disease
with symptoms of intermittent claudication), prevalent
diabetes or treatment with insulin or oral hypoglycemic
drugs, immunodeficiency or HIV-positive status, illegal
drug use or chronic alcoholism, and/or body mass index
(BMI) >40 kg/m2. All participants had at least three of the
following cardiovascular risk factors: smoking, hyperten-
sion (systolic blood pressure ≥140 mmHg or diastolic
blood pressure ≥90 mmHg or under antihypertensive
medication), high low-density lipoprotein (LDL)-choles-
terol (≥160 mg/dl), low high-density lipoprotein (HDL)-
cholesterol (≤40 mg/dl independently of lipid-lowering
therapy), overweight/obesity (BMI ≥25 kg/m2), or family
history of early-onset CHD.
The study was conducted in agreement with the Dec-
laration of Helsinki. The study protocol was approved by
the institutional review boards of the three centers in-
volved, and all subjects agreed to participate in the study
and gave their informed consent.
Clinical and anthropometric information
Medical information was collected on subjects’ medical
record of a 47-item questionnaire about education, life-
style, history of illnesses and medication use. We also
administered a semiquantitative 137-item validated food
frequency questionnaire [19] and a validated Spanish
version of the Minnesota Leisure Time Physical Activity
Questionnaire to assess physical activity [20]. In addition,
anthropometric variables such as weight, height and waist
circumference (midway between the lower rib and the su-
perior border of the iliac crest) and blood pressure mea-
sured in triplicate using a validated semi-automatic
oscillometer (Omron HEM-705CP, Hoofddorp, Netherlands)
were determined by trained staff [21].
Laboratory measurements
Blood samples were collected from all participants after
an overnight fast. The aliquots of serum and EDTA
plasma were immediately processed at 4°C, coded, and
shipped to a central laboratory in a portable cooler, and
stored at -80°C until analysis. The time between blood
sampling and freezing was less than one hour. Plasma
levels of fasting glucose and serum levels of total choles-
terol, HDL-cholesterol and triglycerides were measured
by routine laboratory tests using standard enzymatic
methods. LDL-cholesterol concentrations were calcu-
lated using Friedewald’s equation. Serum and urinary
creatinine, and urinary albumin concentrations were
determined by the modified Jaffé colorimetric method
and by the Bromcresol green albumin (BCG) method,
respectively.
The urinary albumin (mg/L)-to-creatinine (mg/dL) ra-
tio (ACR) was calculated and is reported in milligrams
per gram. On the basis of serum creatinine concentra-
tion measurements, the glomerular filtration rate was
estimated (eGFR) by the CKD-EPI (Chronic Kidney Dis-
ease Epidemiology Collaboration) equation for Caucasians
[22] as a measure of kidney function. sTWEAK concentra-
tions were determined in duplicate, in serum samples that
had never suffered any previous thaw cycle, by ELISA
using the commercially available, human TWEAK/
TNFSF12 kit #DY1090 (R&D Systems Europe, Abingdon,
Oxon, UK). The intra- and inter-assay coefficients of vari-
ation were 2.5% and 7.0%, respectively.
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Definition of metabolic syndrome
The definition of MetS that we used was the new one by
the International Diabetes Federation (IDF) and the
American Heart Association/National Heart, Lung, and
Blood Institute (AHA/NHLBI), which has harmonized
previous definitions [23]. According to this definition, a
diagnosis of MetS requires the presence of at least three
of the following five components or risk factors: (1) ab-
dominal obesity measured by waist circumference accord-
ing to different ethnic groups by gender; (2) hypertension
(systolic and/or diastolic blood pressures ≥130/85 mmHg
or antihypertensive drug treatment); (3) low HDL-
cholesterol levels [fasting serum HDL-cholesterol levels
<40 mg/dL (1.03 mmol/L) in men and <50 mg/dL
(1.3 mmol/L) in women or drug treatment for reduced
HDL-C; (4) hypertriglyceridemia [fasting serum triglycer-
ides ≥150 mg/dL (1.7 mmol/L) or taking triglyceride-
lowering medication]; and (5) hyperglycemia [fasting
plasma glucose level ≥100 mg/dL (≥5.5 mmol/L) or drug
treatment for elevated glucose levels].
Statistical analysis
Analyses were performed using the SPSS software ver-
sion 19.0 (SPSS Inc, Chicago, IL). General characteristics
of the study population are presented by MetS status
and were compared using independent t-tests for con-
tinuous variables and Pearson χ2 tests for dichotomous
variables. The distribution of variables was tested using the
Kolmogorov–Smirnov tests. Skewed variables (sTWEAK,
triglyceride and plasma fasting glucose levels) were loge-
transformed prior to statistical analyses to approximate a
normal distribution. All the data are presented either as
means ± standard deviation (SD) for symmetric continuous
variables, median and inter quartile range for skewed con-
tinuous variables, or numbers and percentages for dichot-
omous variables. Age- and gender-adjusted partial Pearson
correlation analysis was used to study the relationships be-
tween serum sTWEAK concentration and each of the
MetS components (all as continuous variables).
Binary logistic regression analysis was used to estimate
the odds ratios (ORs) and 95% confidence intervals (CI)
for the prevalence of MetS, its components separately,
and the MetS score [sum of MetS components for each
individual (≤1 to ≥4)] by sTWEAK tertiles. The upper
sTWEAK tertile was considered as the reference cat-
egory. For the regression analyses several models were
fitted, controlling for the following potential con-
founders: Model 1 was adjusted for gender and age.
Model 2 was additionally adjusted for family history of
diabetes and premature CHD (yes/no), educational level
(primary education vs secondary/higher education), alco-
hol intake (g/d), smoking (current/not current), physical
activity [sedentary (≤200 METs-min/d) vs active (>200
METs-min/d)] and eGFR. A third model was also fitted
to assess the associations between tertiles of sTWEAK
concentrations and each individual component of the
MetS. This model was additionally adjusted for the above-
mentioned model 2 and for the other components of
MetS as dichotomized variables (model 3). Effect modifi-
cation by gender was evaluated and tested by adding the
product term of serum sTWEAK concentration*gender to
the univariate model. The models were not stratified by
gender because no significant interactions between
sTWEAK and gender on MetS or its components were
detected (all P-values >0.05). Linear trend tests were cal-
culated using the median serum sTWEAK concentrations
of each category, which were then introduced into the
models as a continuous variable. All statistical tests were
two-tailed and the significance level was set at P <0.05.
Results
Table 1 presents the general characteristics of the study
populations stratified by MetS status. In all the individ-
uals (n = 452; mean age, 66 ± 6 year) – 214 men and 238
women – the prevalence of MetS was 51.8% (234/452).
Those with MetS exhibited significantly higher mean
BMI, waist circumference, and systolic and/or diastolic
blood pressure than those without. They also had signifi-
cantly higher levels of serum triglycerides and plasma
glucose. In contrast, individuals with MetS had signifi-
cantly lower HDL-cholesterol levels and serum sTWEAK
concentrations than those subjects without MetS (Table 1).
The age- and gender-adjusted partial correlation analysis
in the whole population showed that sTWEAK concentra-
tions were negatively related to waist circumference (r =
−0.13, p =0.005), fasting plasma glucose (r = −0.16, p <
0.001), and serum triglyceride levels (r = −0.10, p =0.03).
No relationship between sTWEAK concentrations and
HDL-cholesterol levels, or systolic and/or diastolic blood
pressure was found (data not shown). We also used the
same partial correlation analysis to assess the relationship
between sTWEAK concentrations and such markers of
kidney function as urinary ACR (ACR data was available
for only 246 participants) and eGFR. No relationship was
found between sTWEAK and ACR (r = 0.05; P =0.42).
However, a weak inverse relationship was observed be-
tween sTWEAK and eGFR (r = −0.14; P = 0.003). Even so,
we included this variable in the model as a confounder.
Binary logistic regression analyses are reported in
Tables 2, 3 and 4. The prevalence of MetS according to
sTWEAK levels in the lowest, middle, and highest tertile
decreased from 59.3 to 49.7 and 46.4%, respectively. In
the crude analysis, individuals in the lower sTWEAK ter-
tile had a significant higher risk of MetS than subjects in
the upper tertile [OR, 1.69 (95% CI, 1.06 - 2.66); P for
trend = 0.024]. After adjustments for relevant con-
founders (such as gender, age, family history of diabetes
and premature CHD, education, smoking, alcohol intake,
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physical activity and eGFR) the magnitude of these asso-
ciations did not appreciably change [1.85 (1.15 - 3.00); P
for trend = 0.011]. A similar and significant inverse asso-
ciation between sTWEAK and prevalence of MetS was
observed when the sTWEAK was analyzed as a continu-
ous variable [1.49 (1.13 - 1.98) per unit decrease in esti-
mated log sTWEAK] (Table 2).
Similarly, after adjusting for model 2 mentioned above,
compared to the subjects in the upper sTWEAK tertile,
those in the lower tertile had an increased risk of the ab-
dominal obesity, hyperglycemia, and hypertriglyceridemia
components of the MetS [2.03 (1.14 - 3.60), P for trend
0.013; 1.95 (1.20- 3.19), P for trend 0.007; 1.97 (1.18-3.30),
P for trend 0.041, respectively]. These associations were
slightly attenuated but remained significant after add-
itional adjustment for the others MetS components
(model 3). Nevertheless, sTWEAK was not associated
with the prevalence of such components of the MetS as
low HDL-cholesterol and hypertension (Table 3).
A total of 13.7% of the total study population had one
or no components of the MetS, 34.5% had two, 28.8%
had three, and 23.0% had four or more. Serum sTWEAK
concentrations decreased when the number of MetS
components (MetS score) was increased. The median
sTWEAK concentrations in the following categories: ≤1,
2, 3, and ≥4 MetS components were 615.6, 587.5, 555.7,
Table 1 General characteristics of the study population stratified for the presence and absence of MetS
Baseline variable MetS Non-MetS P value*
n 234 218
Age, years 66 ± 6 67 ± 6 0.30
Men, % (n) 47 (103) 47 (111) 1.00
BMI, kg/m2 30.6 ± 2.9 29.2 ± 3.0 <0.001
Overweight/obesity (BMI ≥25 kg/m2), % (n) 97 (228) 94 (206) 0.14
Waist circumference, cm 102.6 ± 8.8 96.5 ± 9.8 <0.001
Smoking habits
Current smoker, % (n) 23 (54) 22 (48) 0.82
Non-smoker, % (n) 77 (180) 78 (170)
Physical activity, METS-min/d 255.2 ± 205.8 289.0 ± 265.0 0.13
Educational level
Primary education, % (n) 69 (160) 71 (154) 0.61
Secondary or higher education, % (n) 31 (74) 29 (64)
Family history of diabetes, % (n) 31 (73) 25 (55) 0.17
Family history of premature CHD, % (n) 16 (38) 18 (41) 0.49
Diastolic blood pressure, mmHg 88.6 ± 10.4 84.2 ± 10.0 <0.001
Systolic blood pressure, mmHg 155.5 ± 20.5 149.0 ± 19.2 <0.001
LDL-cholesterol, mg/dL 137.8 ± 32.2 140.6 ± 31.8 0.35
HDL-cholesterol, mg/dL 50.8 ± 12.0 59.4 ± 14.0 <0.001
Triglyceride, mg/dL† 159.0 (116.0, 208.0) 107.0 (82.0, 130.0) <0.001
Fasting glucose, mg/dL† 105.3 (97.0, 117.6) 91.0 (86.0, 97.0) <0.001
sTWEAK, pg/mL† 543.0 (367.3, 751.2) 595.6 (418.6, 844.5) 0.014
Urinary ACR (mg/g) 18.1 ± 31.9 12.7 ± 30.3 0.17
eGFR (ml/min/1.73 m2) 74.0 ± 14.9 75.5 ± 15.3 0.29
Metabolic syndrome components
Abdominal obesity, % (n) 88 (207) 53 (115) <0.001
Hyperglycemia, % (n) 69 (161) 10 (22) <0.001
Hypertriglyceridemia, % (n) 60 (141) 6 (14) <0.001
Low HDL-cholesterol level, % (n) 37 (88) 5 (12) <0.001
Hypertension, % (n) 99 (233) 94 (206) 0.001
Data expressed as mean ± SD, or % (number). Abbreviations: MetS Metabolic Syndrome, BMI body mass index, METs Metabolic Equivalents, CHD coronary heart disease,
LDL low-density lipoprotein, HDL high-density lipoprotein, sTWEAK soluble TNF-like weak inducer of apoptosis, ACR Albumin–creatinine ratio (ACR data was available
only for 246 participants; n = 129 in MetS group and n = 117 in Non-MetS group), eGFR estimated glomerular filtration rate. †Values expressed as median with inter
quartile range. *P value for comparisons between two groups was tested by χ2 test for categorical variables or Student’s t-test for continuous variables.
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and 522.1 pg/mL, respectively (P for trend = 0.001).
Table 4 shows the ORs for the MetS score associated
with the presence of two, three, and four or more MetS
components compared with the presence of one or no
components, according to sTWEAK tertiles. In the full
model (model 2), individuals in the lowest vs the upper
sTWEAK tertile had an increased risk of having a
greater number of MetS components.
Discussion
In this cross-sectional study conducted on community-
dwelling elderly subjects at high cardiovascular risk, we
report for the first time that low sTWEAK concentrations
were associated with increased risk of MetS, independent
of several confounders. Abdominal obesity, hyperglycemia
and hypertriglyceridemia were the main contributors to
this association. These findings add new knowledge to the
current scientific literature, and suggest that sTWEAK
may have a role in metabolic disorders such as MetS.
Overall, almost all the available studies have confirmed
that patients with CVD or CVD-related diseases have
decreased sTWEAK concentrations. In previous studies,
a reduced concentration of sTWEAK has been described
in patients with such pathological conditions as chronic
heart failure [6], coronary and peripheral arterial disease
[7-9], hypertension [11], T1D and T2D, and/or end-stage
renal failure [10,15,16]. These data are in agreement with
the findings of our study, which indicated a link between
low sTWEAK concentrations and MetS, a cluster of
metabolic disorders which predispose to the develop-
ment of T2D and atherosclerosis, and increase the risk
of CVD [24]. In line with this, several authors have sug-
gested that reduced levels of sTWEAK might serve as a
novel biomarker of atherosclerosis [5,10]. In fact, it has
recently been reported that low sTWEAK levels were as-
sociated with long-term cardiovascular mortality in
symptomatic PAD patients [13], and could be considered
as a predictor of future cardiovascular outcomes in non-
dialysis CKD patients [25]. It is also important to mention
that in our study as the number of MetS components in-
creased, the sTWEAK values gradually decreased. In keep-
ing with these observations, we found that individuals
with lower sTWEAK levels were more likely to have more
MetS components. Thus, the consideration of sTWEAK
as an indicative biomarker of risk factors for CVD is rein-
forced by our findings in MetS patients. Although our
data support the possible existence of etiological associa-
tions, the biological mechanisms through which low
sTWEAK levels were related to MetS remain speculative.
Obesity-induced inflammation might be one of the mech-
anisms explaining the observed association in our study.
Vendrell et al. [26] reported that TWEAK and Fn14
gene expression were higher in the adipose tissue of se-
verely obese patients than in controls, and that inflam-
matory stimuli in vitro induced by lipopolysaccharide
and TNFα up-regulated TWEAK in THP-1 macrophages
and Fn14 expression in SGBS adipocyte cells, respect-
ively [26]. Despite the moderate inflammatory capacity
of the sTWEAK cytokine over the adipocyte, a competi-
tive interfering activity with TNFα signalling in the
adipocyte has been described [27,28]. An imbalance of
sTWEAK forms (membrane bound mTWEAK and soluble
sTWEAK) in the obese state may help potentiate the in-
flammatory effect of TNFα over the adipocyte.
Our finding that lower sTWEAK concentrations were
related with abdominal obesity agrees with the data ob-
tained by Maymó-Masip et al. [27], which show that
sTWEAK levels in severely obese patients are lower than
in controls, and that their concentration increases after
weight loss. This may suggest that sTWEAK plays an
anti-inflammatory role in this setting, although add-
itional in vivo and in vitro studies are required. More-
over, in the case of severely obese individuals they found
that the main determinant of the sTWEAK circulating
levels was BMI, in an inverse-dependent manner [27].
There is no clear explanation for the mechanisms lead-
ing to lower levels of sTWEAK in individuals with MetS.
The rationale that low levels of sTWEAK, unlike other
Table 2 Odds ratio and 95% CI for MetS according to tertiles of serum sTWEAK concentrations
Tertiles of sTWEAK concentrations
Continuous‡
1st tertile 2nd tertile 3rd tertile P value
for trend*<453.1 ng/mL 453.1 to 706.4 < ng/mL ≥706.4 ng/mL
No. of MetS/No. of non-MetS 234/218 89/61 75/76 70/81
Crude model 1.39 (1.06 - 1.82) 1.69 (1.06 - 2.66) 1.14 (0.73 - 1.79) 1.00 [Ref.] 0.024
Model 1 1.40 (1.07 - 1.84) 1.71 (1.07 - 2.72) 1.15 (0.72 - 1.82) 1.00 [Ref.] 0.022
Model 2 1.49 (1.13 - 1.98) 1.85 (1.15 - 3.00) 1.21 (0.75 - 1.94) 1.00 [Ref.] 0.011
Results expressed as odds ratios (95% CI) for MetS from logistic regression analysis. Abbreviations: MetS Metabolic Syndrome, sTWEAK soluble TNF-like weak
inducer of apoptosis.
Crude model: unadjusted; Model 1: Adjusted for gender and age; Model 2: Additionally adjusted for family history of diabetes and premature CHD (yes/no),
educational level (primary education vs secondary/higher education), alcohol intake (g alcohol/d), smoking (current/not-current), physical activity (sedentary vs
active) and eGFR. ‡Per unit decrease in log sTWEAK. *Linear trend tests were calculated using the median serum sTWEAK concentrations of each category and
using them as a new continuous variable in the models.
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cytokines, appear to protect against pathological condi-
tions associated with increased chronic inflammatory ac-
tivity is incompletely understood. Several conceivable
explanations have been proposed. For instance, sTWEAK
may have a beneficial effect on the regulation of the im-
mune response because it has been shown that TWEAK-
deficiency in mice leads to overabundant natural killer
cells and hypersensitivity to bacterial endotoxin, with an
excess of interferon-γ and IL-12 production from innate
immune cells. Furthermore, sTWEAK inhibits the activa-
tion of the transcriptional stimulator signal transducer
and activator of transcription (STAT)-1, and induces the
association of p65 NF-κB with histone deacetylase 1, thus
repressing cytokine production [29]. A reduction of
Table 3 Odds ratio and 95% CI for the individual components of the MetS according to tertiles of serum sTWEAK
concentrations
Tertiles of sTWEAK concentrations
Effects on components of the MetS 1st tertile 2nd tertile 3rd tertile P value
for trend*<453.1 ng/mL 453.1 to <706.4 ng/mL ≥706.4 ng/mL
Abdominal obesity
No. abdominal obesity/No. non abdominal obesity 120/30 94/57 108/43
Crude model 1.60 (0.93 - 2.71) 0.65 (0.40 - 1.06) 1.00 [Ref.] 0.091
Model 1 2.01 (1.15 - 3.52) 0.86 (0.51 - 1.43) 1.00 [Ref.] 0.012
Model 2 2.03 (1.14 - 3.60) 0.88 (0.52 - 1.47) 1.00 [Ref.] 0.013
Model 3 1.85 (1.03 - 3.33) 0.87 (0.51 - 1.47) 1.00 [Ref.] 0.036
Hyperglycemia
No. hyperglycemia/No. non hyperglycemia 74/76 60/91 49/102
Crude model 2.03 (1.27 - 3.23) 1.37 (0.86 - 2.19) 1.00 [Ref.] 0.003
Model 1 1.94 (1.20 - 3.11) 1.29 (0.80 - 2.09) 1.00 [Ref.] 0.006
Model 2 1.95 (1.20 - 3.19) 1.37 (0.84 - 2.24) 1.00 [Ref.] 0.007
Model 3 1.71 (1.04 - 2.83) 1.37 (0.82 - 2.27) 1.00 [Ref.] 0.037
Hypertriglyceridemia
No. hypertriglyceridemia/No. nonhypertriglyceridemia 60/90 54/97 41/110
Crude model 1.79 (1.10 - 2.90) 1.49 (0.92 - 2.46) 1.00 [Ref.] 0.021
Model 1 1.73 (1.05 - 2.82) 1.40 (0.85 - 2.31) 1.00 [Ref.] 0.031
Model 2 1.97 (1.18 - 3.30) 1.44 (0.86 - 2.42) 1.00 [Ref.] 0.010
Model 3 1.68 (1.02 - 2.79) 1.36 (0.82 - 2.26) 1.00 [Ref.] 0.041
Low HDL-cholesterol
No. low HDL-cholesterol/No. non low HDL-cholesterol 31/119 31/120 38/113
Crude model 0.77 (0.45 - 1.33) 0.76 (0.44 - 1.31) 1.00 [Ref.] 0.355
Model 1 0.81 (0.47 - 1.41) 0.81 (0.47 - 1.42) 1.00 [Ref.] 0.478
Model 2 0.86 (0.48 - 1.52) 0.82 (0.46 - 1.46) 1.00 [Ref.] 0.614
Model 3 0.67 (0.36 - 1.24) 0.71 (0.39 - 1.29) 1.00 [Ref.] 0.207
Hypertension
No. hypertension/No. non hypertension 148/2 143/8 148/3
Crude model 1.50 (0.25 - 9.10) 0.36 (0.09 - 1.39) 1.00 [Ref.] 0.697
Model 1 1.51 (0.25 - 9.30) 0.37 (0.09 - 1.47) 1.00 [Ref.] 0.653
Model 2 1.67 (0.25 - 11.26) 0.33 (0.08 - 1.36) 1.00 [Ref.] 0.619
Model 3 1.22 (0.18 - 8.42) 0.33 (0.07 - 1.41) 1.00 [Ref.] 0.929
Results expressed as odds ratios (95% CI) for MetS components from logistic regression analysis. Abbreviations: MetS Metabolic Syndrome, sTWEAK soluble TNF-like weak
inducer of apoptosis.
Crude model: unadjusted; Model 1: Adjusted for gender and age; Model 2: Additionally adjusted for family history of diabetes and premature CHD (yes/no),
educational level (primary education vs secondary/higher education), alcohol intake (g alcohol/d), smoking (current/not-current), physical activity (sedentary vs
active) and eGFR; Model 3: Additionally adjusted for the presence of abdominal obesity (except for abdominal obesity), hyperglycemia (except for hyperglycemia),
hypertriglyceridemia (except for hypertriglyceridemia), low HDL-cholesterol (except for low HDL-cholesterol), hypertension (except for hypertension). *Linear trend
tests were calculated using the median serum sTWEAK concentrations of each category and using them as a new continuous variable in the models.
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sTWEAK in serum, due to uptake by the Fn14 receptor,
has also been postulated. Endothelial dysfunction is the
initial pathophysiological step in the progression of vascu-
lar damage that precedes and leads to clinically visible
CVD [30]. Under these conditions, Fn14 expression is in-
creased in the endothelium. Recently, we reported in-
creased Fn14 expression in human adipocytes from
severely obese subjects [31]. These cells also showed an
increase in Fn14 expression after inflammatory stimula-
tion, thus increasing availability for the sTWEAK ligand,
which could lead to a peripheral reduction in serum
sTWEAK [26,27]. An alternative hypothesis proposes the
involvement of CD163, a monocyte-macrophage surface
receptor which seems to act as a scavenger receptor for
sTWEAK [32]. Thus, the reduction in sTWEAK could be
related to the presence of sCD163, which is up-regulated
in patients with CKD and also in obese subjects [33-35].
This incremental increase could enable sTWEAK degrad-
ation by inflammatory macrophages, leading to decreased
sTWEAK levels and the reduction in the sTWEAK/
sCD163 ratio observed in such diseases as CKD [35].
Thus, low sTWEAK levels may be related to the degree of
macrophage activation.
In our study, we found that reduced levels of sTWEAK
were not only related to abdominal obesity, but also to
such other MetS components as hyperglycemia and
hypertriglyceridemia. In this regard, we also found that
in human studies, changes in circulating free fatty acids
can influence circulating levels of sTWEAK, indicating
that lipotoxicity could be an important factor that regu-
lates sTWEAK levels in an inverse manner [27]. Our
findings with regard to hyperglycemia are in line with
previous studies reporting an inverse association between
sTWEAK and such glucose metabolism-related parame-
ters as fasting glucose and HOMA-IR [5,10,15,16]. In fact,
impaired fasting plasma glucose levels are recognized risk
factors for the development of T2D [36]. Interestingly, in
a large prospective nested case–control study we found
that reduced sTWEAK levels were associated with T2D
incidence [16]. Consistent with our findings, in a study of
60 individuals with chronic hemodialysis (32 had T2D)
and 60 controls (30 had T2D), the sTWEAK concentra-
tions in T2D patients on hemodialysis were lower [10].
Conversely, in vitro studies showed that NF-κB activation
affects TWEAK-induced insulin resistance by attenuating
the action of insulin in hepatocytes [37]. Anyhow, in vivo
experiments or animal models may help to clarify the ef-
fect of TWEAK on insulin resistance.
At the present time, how TWEAK binding to Fn14
can have such diverse cell-type specific biological effects
is not understood, but the differential activation of intra-
cellular signalling cascades is likely to be one explanation.
TWEAK can have either positive (beneficial) or negative
(detrimental) biological effects, depending on the type of
cell, tissue injury and/or the stage of the disease [3,4].
Thus, considering these observations as a whole, we
suggest that TWEAK contributes to the inflammatory/
anti-inflammatory imbalance observed in obesity, par-
ticularly abdominal-visceral obesity and the insulin re-
sistance state, and largely explains the association of
TWEAK with hyperglycemia [38] and the future devel-
opment of T2D. The examination of the biological
mechanisms through which sTWEAK improves insulin
sensitivity has demonstrated that, in visceral adipocytes,
treatment with sTWEAK ameliorates TNFα-induced in-
sulin resistance on glucose uptake [39,40]. This occurs
because it abolishes the stimulatory effect of TNFα on
JNK1/2 kinase, which is directly involved in the develop-
ment of insulin resistance [41]. This effect is at least partly
produced by a reduction in the cellular concentration of
TRAF2, leading to a curbing of TNFα intracellular signal-
ing events. Furthermore, this modulation of TNFα-
induced changes in insulin sensitivity was found to be
associated with an increase in the activity of PP2A, a Ser/
Thr phosphatase, known to negatively regulate cytokine
signaling [39]. Additionally, in human subcutaneous adi-
pocytes, sTWEAK exerts a modulatory effect on TNFα-
induced cytokine production by inhibiting the MAPK and
NF-κB signalling cascades commonly used by TNFα [27].
Table 4 Odds ratio and 95% CI for MetS score (number of
MetS components) according to tertiles of serum sTWEAK
concentrations
Tertiles of sTWEAK concentrations
MetS score
1st tertile 2nd tertile 3rd tertile
<453.1 ng/mL 453.1 to<706.4 ng/mL ≥706.4 ng/mL
Crude model:
2 vs ≤1 2.15 (0.96 - 4.79) 0.96 (0.49 - 1.88) 1.00 [Ref.]
3 vs ≤1 2.42 (1.06 - 5.51) 1.11 (0.56 - 2.22) 1.00 [Ref.]
≥4 vs ≤1 3.88 (1.66 - 9.06) 1.11 (0.52 - 2.36) 1.00 [Ref.]
Model 1:
2 vs ≤1 2.84 (1.22 - 6.62) 1.26 (0.62 - 2.58) 1.00 [Ref.]
3 vs ≤1 2.90 (1.23 - 6.81) 1.39 (0.66 - 2.90) 1.00 [Ref.]
≥4 vs ≤1 4.50 (1.87 - 10.82) 1.33 (0.61 - 2.93) 1.00 [Ref.]
Model 2:
2 vs ≤1 2.60 (1.09 - 6.22) 1.24 (0.60 - 2.58) 1.00 [Ref.]
3 vs ≤1 2.83 (1.16 - 6.87) 1.45 (0.67 - 3.01) 1.00 [Ref.]
≥4 vs ≤1 6.39 (2.42 - 16.85) 1.92 (0.80 - 4.61) 1.00 [Ref.]
Results expressed as odds ratios (95% CI) for the number of MetS components
from logistic regression analysis. Sample size of each group of MetS components
score is as follows: ≤1, n = 62; 2, n = 156; 3, n = 130; ≥4, n = 104. Abbreviations:
MetS Metabolic Syndrome, sTWEAK soluble TNF-like weak inducer of apoptosis.
Crude model: unadjusted; Model 1: Adjusted for gender and age: Model 2:
Additionally adjusted for family history of diabetes and premature CHD
(yes/no), educational level (primary education vs secondary/higher education),
alcohol intake (g alcohol/d), smoking (current/not-current), physical activity
(sedentary vs active) and eGFR.
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This protective/modulatory effect of sTWEAK on
TNFα activity has been observed in such pathologies as
rheumatoid arthritis [42], ischemic stroke [43] and sev-
eral tumour epithelial cell lines [44], suggesting general
competitive behaviour between sTWEAK and TNFα.
Lower levels of sTWEAK have been reported in young
individuals with primary hypertension [11]. However,
our study conducted in an older population did not pro-
vide any evidence to support that reduced levels of
sTWEAK are associated with hypertension. The fact that
the majority of subjects (90%) were hypertensive might
partly explain the lack of associations observed between
sTWEAK and the hypertension component of the MetS.
Notwithstanding the results observed, we should point
out that our study has several limitations that should be
kept in mind. Firstly, a major limitation is that the popula-
tion studied consisted of elderly Mediterranean Caucasian
individuals at high risk for CVD, so our findings cannot
be extrapolated to other age groups or ethnicities. Sec-
ondly, although rare, we could not completely discard the
presence of coronary heart disease in our population
explaining the associations observed, given that neither
echocardiography nor stress testing were systematically
performed in our cohort. Finally, another limitation of our
study is inherent to the study design. Because of the
cross-sectional nature, conclusions on a cause/effect rela-
tionship cannot be drawn.
In conclusion, in the present study we have demon-
strated that low TWEAK concentrations are associated
with increased risk of MetS, and this relationship was
mainly mediated by abdominal obesity, hyperglycemia
and hypertriglyceridemia. These findings suggest that
sTWEAK may have a key role in the development of
these metabolic disturbances, supporting the concept
that sTWEAK may be considered as a potential novel
biomarker of MetS with a putative protective effect. Fur-
ther longitudinal studies are warranted to confirm these
results in different populations.
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Resumen: 
Introducción y objetivo: Recientemente se ha descrito a la osteocalcina (OC), una hormona 
derivada de los osteoblastos, como un nexo de unión entre el hueso y el metabolismo de la 
glucosa. El objetivo del presente estudio fue evaluar si las concentraciones séricas de 
osteocalcina carboxilada (OCc) y osteocalcina no carboxilada (COnc) están asociadas con el 
desarrollo de diabetes tipo 2 (DMT2) en sujetos de edad avanzada con alto riesgo 
cardiovascular. 
Diseño, escenario y participantes: Se realizó un estudio de casos y controles anidado, 
prospectivo, incluyendo un total de 459 sujetos no diabéticos reclutados en tres centros del 
estudio PREDIMED (Reus‐Tarragona, Barcelona y Pamplona). Tras una media de 5 años de 
seguimiento, 153 sujetos desarrollaron diabetes (casos). 306 controles fueron escogidos al azar 
de los que permanecieron sin diagnóstico de diabetes durante el estudio. Éstos fueron 
seleccionados y emparejados individualmente con los casos (1:2) por edad, sexo, IMC y grupo de 
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intervención. Se utilizaron modelos de regresión logística condicional para estimar las Odds 
Ratios (ORs) para la incidencia de DMT2 según categorías de ambas formas de OC, las cuales 
fueron determinadas en suero mediante kits ELISA. 
Resultados: Al inicio del estudio, las concentraciones séricas de ambas formas de OC fueron 
significativamente menores en los sujetos que desarrollaron diabetes (casos) en comparación 
con los sujetos controles. En los nuevos casos de diabetes, las concentraciones séricas de COc, 
pero no de COnc, fueron inversamente y significativamente (β = -0,335) asociadas con la 
resistencia a la insulina, definida por el modelo homeostático (HOMA) y, con las concentraciones 
de glucosa en ayunas (β= -0,044) en los sujetos controles, independiente de otros factores 
confusores. En los modelos de regresión logística condicional teniendo en cuenta las variables 
de emparejamiento, las ORs para la incidencia de la DMT2 en el tercil más bajo respecto al más 
alto de concentraciones séricas de COc y COnc fueron de 2,03 (IC del 95%, 1,32-3,13) y 1,88 
(1,23-2,85), respectivamente. Un posterior ajuste de los modelos por historia familiar de 
diabetes, estilos de vida y otros factores de confusión no cambiaron la magnitud de las 
asociaciones observadas. 
Conclusión: En una población de alto riesgo cardiovascular, unas concentraciones séricas 
circulantes de COc y COnc reducidas al inicio del estudio, fueron fuertemente e 
independientemente asociadas con un mayor riesgo de desarrollar DMT2. Estos resultados, 
apoyan el concepto de la OC como un nexo de unión entre el hueso y el metabolismo de la 
glucosa, y sugieren a la OC como un potencial biomarcador del riesgo de DMT2. 
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Reduced Serum Concentrations of Carboxylated and
Undercarboxylated Osteocalcin Are Associated With
Risk of Developing Type 2 Diabetes Mellitus in a
High Cardiovascular Risk Population: A Nested
Case-Control Study
Andrés Díaz-López, Mònica Bulló, Marti Juanola-Falgarona,
Miguel A. Martínez-González, Ramón Estruch, Maria-Isabel Covas,
Fernando Arós, and Jordi Salas-Salvadó
Human Nutrition Unit (A.D.-L., M.B., M.J.-F., J.S.-S.), Faculty of Medicine and Health Sciences, Institut
d’Investigació Sanitària Pere Virgili, Universitat Rovira i Virgili, 43201 Reus, Tarragona, Spain; CIBERobn
Physiopathology of Obesity and Nutrition (A.D.-L., M.B., M.J.-F., M.A.M.-G., R.E., M.-I.C., J.S.-S.) and
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Context and Objective: Because it has been suggested that osteocalcin (OC), an osteoblast-derived
hormone, is a new link between bone and glucose metabolism, we tested whether serum carbox-
ylated osteocalcin (cOC) and undercarboxylated osteocalcin (ucOC) levels are independently as-
sociated with the development of type 2 diabetes in subjects at high cardiovascular risk.
Design, Setting, and Participants: A prospective, nested case-control study was conducted using
data from the Prevencióncon Dieta Mediterránea (PREDIMED) study. We included 153 case subjects
with newly diagnosed diabetes and 306 individually matched control subjects free of diabetes
identified during a mean 5-year follow-up. Conditional logistic regression models were used to
estimate matched odds ratios for incident diabetes according to categories of both forms of OC
measured by ELISAs.
Results: Baseline serum concentrations of both forms of OC were significantly lower in case subjects
than in control subjects. In subjects with incident cases of diabetes, concentrations of cOC, but not
of ucOC, were inversely and significantly associated with homeostasis model assessment of insulin
resistance levels (  0.335) and with fasting glucose concentrations (  0.044) in control
subjects, independent of other relevant confounders. In the conditional logistic model that took
into account the matching factors, the odds ratios for diabetes incidence in the lowest vs the
highest tertile of cOC and ucOC were 2.03 (95% confidence interval, 1.32–3.13) and 1.88 (1.23–
2.85), respectively. Further adjustment for family history of diabetes, lifestyle, and other confound-
ing factors did not appreciably change the magnitude of these associations.
Conclusion: In a population at high cardiovascular risk, low concentrations of serum cOC and ucOC
were strongly associated with an increased risk of incident diabetes. (J Clin Endocrinol Metab 98:
4524–4531, 2013)
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protein; HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance; IQR, interquartile
range; MedDiet, Mediterranean diet; MET, metabolic equivalents; MetS, metabolic syn-
drome; OC, osteocalcin; OR, odds ratio; PREDIMED, Prevención con Dieta Mediterránea;
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Type 2 diabetes mellitus (T2D) is a growing publichealth problem that is associated with an increased
risk of cardiovascular and other socially relevant compli-
cations (1, 2). T2D is often a silent disease, which begins
to develop several years before it is clinically diagnosed.
Therefore, a better understanding of its pathophysiology
is a prerequisite to detect individuals at high risk of dia-
betes earlier and, consequently, to design and develop pre-
ventive strategies (3).
Interestingly, in recent years, an accumulating body of
evidence has suggested that osteocalcin (OC), an osteo-
blast-derived hormone, plays an intermediary role in the
regulation of glucose and fat metabolism, linking bone
metabolism with energy homeostasis (4).
Osteocalcin is a molecule synthesized as a prepro-OC.
After proteolytic cleavage and vitamin K–dependent
-carboxylation processes, it is released and circulates in
the blood as carboxylated osteocalcin (cOC) or undercar-
boxylated osteocalcin (ucOC) (5). In animal studies, ge-
netic OC deficiency (Ocn/ mice) has been associated
with decreased pancreatic -cell proliferation, glucose in-
tolerance, and insulin resistance (6). However, in wild-
type mice, these metabolic alterations are reversed by ad-
ministering exogenous recombinant ucOC (7, 8). Data
collected in human studies seem to confirm that there is an
interplay between OC and insulin secretion and sensitiv-
ity. To date, in almost all the available cross-sectional
studies, concentrations of OC have been negatively asso-
ciated with glycated hemoglobin, fasting plasma glucose,
fasting insulin, and homeostasis model assessment of in-
sulin resistance (HOMA-IR) (9–14). Similarly, serum OC
concentrations have been reported to be diminished in
patients with T2D (9, 13–16) and in subjects with meta-
bolic syndrome (MetS) (10, 17).
In accordance with these observations, in a larger lon-
gitudinal study conducted in older men, we found that
changes in serum cOC and ucOC were associated with an
improvement in insulin secretion and sensitivity (18). Sim-
ilarly, higher concentrations of cOC at baseline have been
inversely associated with 3-year changes in HOMA-IR
levels in older adults (19). However, few studies to date
have been conducted to determine the association between
serum OC levels and the future development of diabetes.
To the best of our knowledge, only 2 studies conducted in
healthy adults from Asian populations have explored
these associations (20, 21), and the results were
contradictory.
Therefore, we conducted a prospective, nested case-
control study to further elucidate the role of both forms of
OC in determining T2D incidence. The aim of the present
study was to prospectively assess the association between
cOC and ucOC and the future development of diabetes in
elderly Mediterranean individuals at high cardiovascular
risk who are usually seen by primary care clinicians.
Research Design and Methods
Study design and population
The present prospective nested case-control study was per-
formed on Caucasian nondiabetic individuals recruited from 3
Spanish centers (Reus-Tarragona, Navarra, and Barcelona clin-
ics) within the framework of the Prevención con Dieta Mediter-
ránea (PREDIMED) trial. The PREDIMED study is a large, mul-
ticenter, randomized, parallel-group clinical trial with the aim of
assessing the effects of the Mediterranean diet (MedDiet) on the
primary prevention of cardiovascular disease (CVD). The pro-
tocol, design, objectives, and methods of the PREDIMED trial
(http://www.controlled-trials.com/ISRCTN35739639) were re-
ported in detail elsewhere (22, 23) and are available at http://
www.predimed.es. In brief, recruitment took place between
2003 and 2009, and 7447 asymptomatic individuals at high risk
of coronary heart disease met the inclusion criteria and were
randomly assigned in a 1:1:1 ratio to 1 of 3 nutrition intervention
groups: 2 MedDiet groups (supplemented with virgin olive oil
[VOO] or nuts) or a control low-fat diet group with advice to
reduce intake of all types of fat. The respective institutional re-
view boards of the recruitment centers approved the study pro-
tocol, and participants gave their written informed consent.
For this nested case-control study, the participants studied
were community-dwelling men aged 55 to 80 years and women
aged 60 to 80 years without prior CVD or prevalent diabetes at
baseline, because our purpose was to assess new-onset diabetes
during follow-up. They all had at least 3 of the following car-
diovascular risk factors: smoking, hypertension, dyslipidemia,
overweight/obesity, or family history of early-onset coronary
heart disease.
Of the 1378 individuals recruited in the aforementioned PRE-
DIMED centers, for the present study we selected as cases all the
individuals (n  153) who developed T2D during a median of 5.9
years of follow-up (minimum 1.2 months and maximum 8.2
years).
Incident (new-onset) diabetes was diagnosed using the Amer-
ican Diabetes Association criteria (24), namely, fasting plasma
glucose 126 mg/dL (7 mmol/L) or 2-hour plasma glucose
200 mg/dL (11.1 mmol/L) after a 75-g oral glucose tolerance
test measured yearly. A second test using the same criteria was
required for confirmation. Cases were ascertained by the PRE-
DIMED End-point Adjudication Committee, whose members
were blinded to the intervention and to the biomarkers assessed.
For each individual who developed diabetes during the follow-
up, 2 control subjects were selected (n  306). Control subjects
were matched to the case subjects by age, sex, body mass index
(BMI), and dietary intervention group. (The 1225 nondiabetic
subjects who were candidates for inclusion in the control group
were classified according to categories of matching variables: age
[67 or 67 years], sex, BMI [27 or 27 kg/m2], and inter-
vention group [MedDiet  VOO, MedDiet  nuts, or control
group]. In total, 24 groups were created [2  2  2  3  24
groups]. Then, out of each of the 24 groups, 2 control subjects
doi: 10.1210/jc.2013-2472 jcem.endojournals.org 4525
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were randomly selected for every case subject belonging to the
same group).
At the baseline examination and yearly at follow-up visits,
trained staff obtained anthropometric measurements, such as
weight, height, and waist circumference, as well as blood pres-
sure in triplicate using a validated semiautomatic oscillometer
(HEM-705CP; Omron). We also administered a 47-item ques-
tionnaire about education, lifestyle, history of illnesses, and med-
ication use; a semiquantitative 137-item validated food fre-
quency questionnaire (25); a validated 14-point questionnaire to
assess adherence to the MedDiet (26); and a validated Spanish
version of the Minnesota Leisure Time Physical Activity Ques-
tionnaire to assess physical activity (27).
Biochemical measurements
After an overnight fast, blood samples were collected. Ali-
quots of serum and EDTA plasma were immediately processed,
coded, and shipped to a central laboratory in a portable cooler
(4°C), and stored at 80°C until analysis. The time between
blood sampling and freezing was 1 hour. Plasma levels of fast-
ing glucose, serum levels of high-density lipoprotein (HDL) cho-
lesterol, and triglycerides were measured by standard enzymatic
automated methods. Plasma concentrations of insulin and adi-
ponectin were determined in duplicate by ELISAs (EZHI-14K
and EZHADP-61K;Millipore, respectively).The intra-assay and
interassay coefficients of variation (CVs) were 5% and 10%
for both. Insulin resistance was estimated by the HOMA method
using the following equation: HOMA-IR  (fasting insulin [mi-
cro-international units per milliliter]  fasting glucose [milli-
moles per liter[)/22.5. Total cOC and ucOC concentrations were
determined in serum samples in duplicate. The cOC was mea-
sured by an Enzyme Amplified Sensitivity Immunoassay Kit
(DRG Instruments GmbH). The detection limit, defined as the
apparent concentration 2 SD values above the average optical
density at zero binding, was 0.08 ng/mL, and the intra-assay and
interassay CVs were 6%. The ucOC was measured by a solid-
phase enzyme immunoassay kit (Takara Bio) with a sensitivity of
0.25 ng/mL and intra-assay and interassay CVs of 5.2% and
8.3%, respectively.
Statistical analysis
Analyses were performed using SPSS software (version 19.0;
SPSS Inc). We compared the baseline characteristics between
caseandcontrol subjectsusing t tests for the continuousvariables
and 2 tests for categorical variables. The distribution of vari-
ables was tested using the Kolmogorov-Smirnov test. Variables
such as serum cOC and ucOC concentrations, fasting plasma
glucose and insulin, and HOMA-IR levels were loge-transformed
before statistical analyses to approximate a normal distribution.
All data are presented as means  SD values or medians and
interquartile ranges (IQRs) for continuous variables and per-
centages and numbers for categorical variables.
Multiple linear regression analysis was performed to examine
the associations between both forms of OC and glucose metabo-
lism–related parameters separately (ie, fasting plasma glucose
and HOMA-IR levels), controlling for potential confounding
variables. These analyses were done in case and control subjects
separately. Subsequently, participants were categorized accord-
ing to tertiles of baseline sex-adjusted cOC and ucOC concen-
trations based on the distribution of control subjects. We used
conditional logistic regression models to estimate the matched
odds ratios (ORs) and the 95% confidence interval (CI) for in-
cident diabetes for the 2 lowest tertiles and the upper tertile as the
reference category. An unadjusted model and 3 other adjusted
models were fitted. Model 1 was adjusted for known diabetes
risk factors: family history of diabetes (yes/no), educational level
(primary education vs secondary/higher education), alcohol in-
take (grams per day), smoking (current/not current), physical
activity (sedentary [200 metabolic equivalents [MET]-min/d]
vs active [200 MET-min/d]), the PREDIMED 14-item Med-
Diet score, and statin, bisphosphonate, and 1-,25-dihydroxyvi-
tamin D3 use (yes/no). Model 2 was also adjusted for the baseline
MetS components (waist circumference 102 cm in men/88
cm in women [yes/no], serum triglyceride 150 mg/dL [yes/no],
HDL cholesterol 40 mg/dL in men/50 mg/dL in women [yes/
no], high BP [130/85 mm Hg] or medication use [yes/no], and
fasting plasma glucose level 100 mg/dL [yes/no]) and baseline
fasting insulin concentrations (continuous variables). Moreover,
a third model was also adjusted for plasma adiponectin and
dietary vitamin K intake (both continuous variables). Linear-
trend tests were conducted across categories by assigning the
medians to each category and treating it as a continuous variable.
All statistical tests were 2-tailed, and the significance level was set
at P  .05.
Results
Table 1 shows the baseline characteristics of the partici-
pants who developed incident T2D (case subjects, n 
153) and their matched control subjects (n  306). Com-
pared with the matched control subjects, individuals who
developed diabetes during follow-up had higher values of
waist circumference at baseline and were more likely to
have had a family history of diabetes. Furthermore, they
had a higher baseline prevalence of MetS and some of its
components, such as central obesity, hypertriglyceride-
mia, and hyperglycemia, than their matched control sub-
jects. Baseline fasting glucose and insulin concentrations,
and HOMA-IR levels were significantly higher in case sub-
jects than in control subjects, whereas plasma concentra-
tions of adiponectin and serum concentrations of cOC and
ucOC were significantly lower in subjects with incident
cases of diabetes than in control subjects. After adjustment
for age, sex, BMI, intervention group, presence of MetS
(yes/no), HOMA-IR levels, and other confounding factors
(the above-mentioned model 1), concentrations of cOC
and ucOC remained significantly lower in subjects with
incident cases of diabetes than in control subjects (P 
.003 for cOC and P  .013 for ucOC).
To assess the association between serum concentra-
tions of cOC and ucOC and glucose metabolism–related
parameters, multiple linear regression analyses were com-
puted in case subjects and control subjects separately (Ta-
ble 2). In individuals who developed diabetes during the
follow-up, the serum cOC concentrations measured at
baseline were inversely and significantly associated with
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insulin resistance as measured by HOMA-IR (  0.335
[95% CI, 0.538 to 0.133]) after adjustment for sex,
age, BMI, intervention group, presence of MetS (yes/no),
and other confounding factors included in model 1. Sim-
ilarly, after adjustment for insulin and the above-men-
tioned confounders, the cOC concentration was indepen-
dently and inversely associated with fasting glucose ( 
0.044 (95% CI, 0.081 to 0.007]) in control subjects.
However, no significant association was observed be-
tween ucOC and any of the glucose metabolism parame-
ters in either case or control subjects (Table 2).
Low concentrations of both forms of OC measured at
baseline were strongly associated with an increased risk of
incident T2D (Table 3). Compared with subjects in the top
tertile, subjects in the lowest tertile of cOC and ucOC had
an increased risk of diabetes incidence (2.03 [95% CI,
1.32–3.13], P for trend  0.001 and 1.88 [95% CI, 1.23–
2.85], P for trend  .004, respectively). Adjustment for
family history of diabetes, lifestyle, and other confounding
factors (model 1) did not appreciably alter the ORs (Table
3). These ORs were slightly attenuated but remained sta-
tistically significant after additional adjustment for other
diabetes risk factors, includingMetS components and fast-
ing insulin (model 2) (1.60 [95% CI, 1.02–2.50], P for
trend  .04 for cOC and 1.69 [95% CI, 1.09–2.60], P for
trend  .01 for ucOC). To examine whether the associa-
tion between cOC and ucOC with the risk of incident
diabetes was mediated by dietary vitamin K or adiponec-
tin, we included these variables in model 2. In this multi-
variate analysis, low levels of total cOC and ucOC at base-
line were still significantly and independently associated
with an increased risk of diabetes incidence (ORs of cOC
and ucOC for the lowest vs the highest tertile were 1.58
[95% CI, 1.01–2.48], P for trend  .05 and 1.73 [95% CI,
1.12–2.67], P for trend  .008, respectively).
Discussion
In this large prospective, nested case-control study con-
ducted in elderly Mediterranean individuals at high-risk of
CVD, we found that low concentrations of both serum
Table 1. Baseline Characteristics of Participants
Baseline Variable
Incident Diabetes
(Case Subjects) (n  153)
Matched Control
Subjects (n  306)a
P
Valueb
Age, y, mean  SD 66.3  5.8 66.3  6.1 .96
MedDiet  VOO/MedDiet  nuts/Control intervention groups, n 50/45/58 100/90/116 1.00
Men, % (n) 47 (72) 47 (144) 1.00
Body weight, kg, mean  SD 78.5  11.2 76.8  10.9 .12
BMI, kg/m2, mean  SD 30.2  3.9 29.8  3.0 .18
Overweight/obesity (BMI 25 kg/m2), % (n) 97 (148) 96 (293) .80
Waist circumference, cm, mean  SD 101.7  9.5 98.5  10.0 .001
Current smoker, % (n) 26 (40) 21 (64) .23
Physical activity, MET-min/d, mean  SD 276.9  229.0 267.4  238.9 .68
Educational level, % (n)
Primary education 69 (106) 70 (214) .91
Secondary or higher education 31 (47) 30 (92)
Medication use, % (n)
Statins 41 (63) 37 (113) .41
Biphosphonates 4 (5) 6 (16) .47
1,25-Dihydroxyvitamin D3 2 (3) 4 (12) .15
Family history of diabetes, % (n) 35 (54) 24 (75) .02
Metabolic syndrome, % (n) 74 (114) 40 (123) .001
Central obesity 84 (128) 66 (201) .001
Hypertriglyceridemia 42 (65) 31 (94) .017
Low HDL cholesterol level 23 (36) 20 (61) .39
Hypertension 97 (148) 96 (293) .80
Fasting plasma glucose level 100 76 (116) 24 (75) .001
MedDiet score (0 to 14), mean  SD 8.56  1.76 8.64  1.88 .64
Fasting glucose, mg/dL, median (IQR) 110.0 (100.5–122.0) 93.0 (87.0–99.0) .001
Fasting insulin, U/mL, median (IQR) 5.32 (3.48–7.34) 4.38 (3.11–6.65) .005
HOMA-IR, median (IQR)b 1.51 (0.94–2.01) 0.98 (0.71–1.48) .001
Adiponectin, g/mL, median (IQR) 7.23 (4.92–11.23) 8.98 (5.76–14.06) .004
cOC, ng/mL, median (IQR) 7.53 (5.75–9.45) 8.48 (6.49–11.53) .001
ucOC, ng/mL, median (IQR) 3.57 (2.33–5.35) 4.45 (2.62–6.47) .009
a Matched for age (67 vs 67 years), sex, BMI (27 vs 27 kg/m2), and dietary intervention group (MedDiet  VOO, MedDiet  nuts, or
control group).
c P value for comparisons between 2 groups was tested by the 2 test for categorical variables or the Student t test for continuous variables.
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cOC and ucOC at baseline were significantly and inde-
pendently associated with an increased risk of developing
T2D after adjustment for major confounders. These find-
ings suggest that OC is implicated in the pathogenesis of
diabetes, thus extending its role beyond bone metabolism.
As far as we know, only 2 studies have explored the
relationship between serum OC levels and the future de-
velopment of T2D, and their results were inconsistent. In
agreement with our observation, in a prospective nested
case-control study with a 10-year follow-up conducted on
a small cohort of middle-aged men, low serum concentra-
tions of cOC, but not of ucOC, were independently asso-
ciated with an increased risk of diabetes (20). Unlike our
results, in a retrospective study performed on 1229 ap-
parently healthy men aged 25- to 60 years, no association
between total cOC and diabetes risk after a mean fol-
low-up of 8.5 years was found (21). Some factors that
might partly explain the discrepancies between our study
and this previous retrospective study (21) are differences
in age and in the prevalence of cardiovascular risk factors
between populations at baseline and, more importantly,
the different design used in the 2 studies.
It should be pointed out that, in our study, the associ-
ation between baseline levels of both forms of OC and the
development of diabetes was independent of the presence
of recognized risk factors for diabetes, including the com-
ponents of MetS, which have been inversely associated
with OC concentrations in previous reports (10, 17).
The findings of the present study extend the observa-
tions made by other studies, which have shown that sub-
jects with prevalent diabetes have lower concentrations of
OC (9, 13–16) because OC levels were already decreased
before the onset of overt clinical diabetes. Therefore, it is
plausible to consider OC as a promising candidate for the
early identification of individuals at risk of diabetes. In the
future, it needs to be studied in well-designed investiga-
tions and in other cohorts.
The mechanisms explaining the association between
OC and risk of diabetes are still poorly understood. Sev-
eral recent studies have indicated that OC is an important
molecule modeling glucose metabolism. However, animal
and in vitro studies have shown that only ucOC is able to
regulate glucose homeostasis and energy metabolism (6–
8). Whether ucOC is the metabolically active form of cir-
culating OC in humans is still mere speculation, given that
both OC forms have been shown to be involved in glucose
homeostasis. For example, accumulating evidence based
on the general population has shown inverse associations
between circulating concentrations of both the carboxy-
lated and uncarboxylated forms of OC and glycated he-
Table 2. Association Between Glucose Metabolism–Related Parameters and Serum cOC and ucOC Concentrations
in Case and Control Subjects Separately
Glucose, mg/dL HOMA-IR Levels
 95% CI
P
Value  95% CI
P
Value
Incident diabetes (case subjects) (n  153)
Unadjusted
cOC, ng/mL 0.014 0.045 to 0.072 .64 0.309  0.531 to  0.086 .007
ucOC, ng/mL 0.007 0.046 to 0.031 .70 0.053 0.094 to 0.199 .47
Adjusted for age, sex, and BMI
cOC, ng/mL 0.011 0.048 to 0.071 .71 0.323  0.527 to  0.120 .002
ucOC, ng/mL 0.012 0.051 to 0.028 .56 0.013 0.121 to 0.147 .85
Fully adjusted modela
cOC, ng/mL 0.018 0.038 to 0.075 .52 0.335  0.538 to  0.133 .001
ucOC, ng/mL 0.007 0.045 to 0.030 .70 0.017 0.158 to 0.124 .80
Matched control subjects (n  306)
Unadjusted
cOC, ng/mL  0.070  0.104 to  0.028 .001 0.174 0.353 to 0.005 .056
ucOC, ng/mL 0.002 0.021 to 0.025 .86 0.042 0.067 to 0.151 .45
Adjusted for age, sex, and BMI
cOC, ng/mL 0.058  0.096 to  0.019 .003 0.116 0.292 to 0.061 .19
ucOC, ng/mL 0.005 0.018 to 0.027 .69 0.043 0.062 to 0.149 .41
Fully adjusted modela
cOC, ng/mL 0.044  0.081 to  0.007 .019 0.104 0.178 to 0.070 .24
ucOC, ng/mL 0.001 0.021 to 0.022 .96 0.064 0.039 to 0.167 .22
Unstandardized  values (95% CI) and P values are presented. Results are based on loge-transformed values of serum cOC and ucOC
concentrations, fasting plasma glucose, and HOMA-IR levels.
a Adjusted for age, sex, BMI, intervention group, the presence of MetS (yes/no), family history of diabetes (yes/no), educational level (primary
education vs secondary/higher education), alcohol intake (grams per day), smoking (current/not current), physical activity (sedentary vs active),
MedDiet score (0–14), statins, bisphosphonates, and 1-,25-dihydroxyvitamin D3 use (yes/no), and fasting insulin level (except for HOMA-IR).
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moglobin A1c, fasting plasma glucose, or insulin resistance
(HOMA-IR) (9–14). Elevated levels of both forms of OC
have also been found to be associated with improved glu-
cose tolerance (11, 16, 28). Moreover, in a longitudinal
analysis of the PREDIMED study conducted by our group,
increased cOC and ucOC concentrations in serum have
been directly associated with HOMA  cell function and
inversely with insulin resistance determined by HOMA-
IR, respectively (18). Thus, it is not clear which of the 2
forms of OC is most closely linked with insulin secretion
and sensitivity (11, 28). In the present study, although
both forms of OC were inversely associated with the risk
of developing diabetes, only cOC showed an inverse re-
lationship with glucose metabolism-related parameters.
Therefore, these results combined with the above-men-
tioned observations suggested that cOC may play an in-
termediary role in the pathogenesis of T2D through the
modulation of insulin resistance. However, because of the
nature of our cross-sectional analysis, it remains unclear
whether cOC concentrations represent a cause and/or a
consequence of the insulin resistance state. The precise
molecular mechanisms by which low ucOC levels are as-
sociated with increased risk of T2D are largely unknown
and require further study. In our study, the fact that ucOC
was not related to glucose metabolism-related parameters
suggests that the inverse association between ucOC and
diabetes can be explained by pathways other than its effect
on insulin resistance.
Some researchers have suggested that vitamin K, which
up-regulates the -carboxylation of OC could have an
effect on the association between OC and diabetes risk
(29, 30). It has also been proposed that ucOC regulates
insulin sensitivity, at least in part, through its effects on
adiponectin (6). However, in our study, the risk of diabe-
tes was significantly and independently associated to OC
even after these variables (adiponectin and vitamin K in-
take) had been included in the model, thus demonstrating
that these factors have little or no influence on the ob-
served associations.
Our study has limitations and also strengths. First, a
major limitation is that the population studied consisted of
elderly individuals at high risk of CVD, so our findings
cannot be extrapolated to the general population. Another
limitation of our study is inherent to the study design. In
nested case-control studies, the nondiseased persons from
whom the control subjects are selected may not be fully
representative of the original cohort (31, 32). Thus, it will
be important in the future to prospectively assess the as-
sociation between serum levels of both forms of OC and
the risk of developing diabetes in other cohorts, of which
all members are assessed at baseline. Finally, we measured
both forms of OC only at baseline in our participants, and,
Table 3. Crude and Adjusted Risk of Developing T2D According to Sex-Adjusted Tertile of Serum Concentrations
of cOC and ucOC
Tertiles of OC Concentrations
P for
Trend1st Tertile 2nd Tertile 3rd Tertile
cOC
Men, concentration, ng/mL 6.4 6.4 to 9.3 9.3 .001a
No. of case subjects/no. of control subjects 36/48 24/48 12/48 .001a
Women, concentration, ng/mL 7.8 7.8 to 11.5 11.5 .001a
No. of case subjects/no. of control subjects 37/54 27/54 17/54 .08a
Crude (matchedb) model 2.03 (1.32–3.13) 1.60 (1.02–2.53) 1.00 (reference) .001
Model 1 2.07 (1.34–3.20) 1.63 (1.03–2.57) 1.00 (reference) .001
Model 2 1.60 (1.02–2.50) 1.54 (0.97–2.45) 1.00 (reference) .045
ucOC
Men, concentration, ng/mL 2.8 2.8–5.6 5.6 .001a
No. of case subjects/no. of control subjects 34/48 26/48 12/48 .025a
Women, concentration, ng/mL 4.1 4.1–5.10 5.10 .001a
No. of case subjects/no. of control subjects 37/54 24/54 20/54 .15a
Crude (matchedb) model 1.88 (1.23–2.85) 1.55 (1.01–2.42) 1.00 (reference) .004
Model 1 2.00 (1.29–3.03) 1.62 (1.03–2.55) 1.00 (reference) .002
Model 2 1.68 (1.09–2.59) 1.20 (0.76–1.88) 1.00 (reference) .011
Results are expressed as ORs (95% CI) for diabetes from conditional logistic regressions.
a P value for comparisons between tertiles was tested by the 2 test for categorical variables or one-way ANOVA for continuous variables.
b Matched for age (67 vs 67 years), sex, BMI (27 vs 27 kg/m2), and dietary intervention group (MedDiet  VOO, MedDiet  Nuts, or
control group). Model 1: adjusted for family history of diabetes (yes/no), educational level (primary education vs secondary/higher education),
alcohol intake (grams per day), smoking (current/not current), physical activity (sedentary vs active), MedDiet score (0–14), and statins,
bisphosphonates, and 1-,25-dihydroxyvitamin D3 use (yes/no). Model 2: Further adjusted for MetS components: waist circumference 102 cm in
men/88 cm in women (yes/no), serum triglycerides 150 mg/dL (yes/no), HDL cholesterol 40 mg/dL in men/50 mg/dL in women (yes/no),
hypertension (130/85 mm Hg) or medication use (yes/no), fasting plasma glucose level 100 mg/dL (yes/no), and fasting insulin level (loge-
transformed continuous variables).
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therefore, we cannot evaluate the associations between the
changes in serum concentrations of both forms of OC and
in the evolution of glucose metabolism parameters over
time.
One of the strengths of our study, which distinguishes
it from previous studies, is that the diagnosis of diabetes
was not self-reported and was verified by a second ana-
lytical test, thus making the identification of new incident
cases more reliable. In addition, in our study, cases were
ascertained by an independent clinical end-point adjudi-
cation committee, whose members were unaware of the
study group assignments and other clinical data. Other
strengths of our study include the relatively large number
of incident cases, a long follow-up period, inclusion of
individuals of both sexes, and detailed standardized as-
sessment of and control for a large number of potential
confounding variables.
In conclusion, we found that low serum concentrations
of cOC and ucOC were independently associated with an
increased risk of incident T2D in individuals at high-risk
of CVD. Our results, combined with evidence emerging
from animal and human studies suggesting that there is a
relationship between OC and glucose metabolism, sup-
port the concept that OC may have a key role in the patho-
genesis of T2D. Other longitudinal studies conducted in
different populations are needed to confirm our findings.
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En la presente Tesis se han valorado los niveles circulantes de sTWEAK, receptor scavenger 
sCD163 y OC en un  grupo de población de edad avanzada con alto riesgo de ECV, procedente del 
ensayo de campo PREDIMED, y su relación con el desarrollo de la DMT2 o la prevalencia de 
síndrome metabólico.  
Los resultados obtenidos en este trabajo han permitido aportar nuevos datos respecto al 
sTWEAK, poniendo en relieve que los niveles circulantes de sTWEAK podrían ser útiles como un 
biomarcador para predecir el desarrollo de DMT2. Además, sugieren que esta molécula 
desempeña un papel modulador frente al SM, un conglomerado de alteraciones metabólicas 
asociadas a la obesidad abdominal y frecuentemente a la RI. Asimismo este trabajo, ha 
contribuido a esclarecer los resultados divergentes previamente publicados respecto la relación 
existente entre los niveles periféricos de OC  y la aparición de la DMT2.  
 
8.1. Concentraciones séricas de sTWEAK, diabetes mellitus tipo 2 y síndrome metabólico 
En el presente estudio describimos, por primera vez, un papel protector del sTWEAK frente la 
aparición de la DMT2. Nuestros resultados demuestran que aquellos individuos que 
presentaban los niveles séricos de sTWEAK más altos al inicio del estudio, tenían un 37% menor 
riesgo de desarrollar DMT2. Dicho de otra manera, unos niveles circulantes reducidos del 
sTWEAK se asocian con un mayor riesgo de desarrollar DMT2 con el tiempo.  
En los últimos años, numerosos estudios transversales han observado una relación entre niveles 
bajos de sTWEAK y diferentes enfermedades y/o comorbilidades incluyendo DMT1 230, DMT2 
231, diabetes gestacional 233, así como obesidad severa 228. Asimismo, y consistente con nuestros 
resultados, las concentraciones circulantes de sTWEAK se han correlacionado de forma negativa 
con los niveles de glucemia en ayunas HbA1c, el HOMA-IR 231, e índices de obesidad central 230; 
los cuales, son todos ellos factores de riesgo bien reconocidos para el desarrollo de 
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enfermedades metabólicas con un componente cardiovascular como el SM y la DMT2. La 
correlación negativa observada en nuestro estudio entre los niveles de sTWEAK y el HOMA-IR 
tanto en individuos que incidieron para DMT2 como en los sujetos control, sugiere que los 
niveles de esta proteína podrían ser utilizados como un potencial marcador de RI. Así pues, los 
resultados aportados por nuestro estudio refuerzan la hipótesis que el sTWEAK podría ejercer 
un papel protector sobre la RI, y sugieren que esta proteína, la cual es fácil de determinar en 
muestras de sangre, podría ser una nueva diana terapéutica para la prevención de DMT2. 
Los mecanismos moleculares por los cuales el sTWEAK mejora la sensibilidad a la insulina han 
sido recientemente demostrados en tejido adiposo visceral de humanos, describiéndose un 
efecto protector de sTWEAK frente la RI inducida por TNF-α. En un contexto de obesidad, TNF-α 
y sTWEAK coexisten en el tejido adiposo. Y de manera similar, ambas proteínas activan rutas de 
señalización pro-inflamatorias que incluyen las rutas canónica y no canónica de NF-κB, AKT, 
ERK1/2 y JNK1/2, las cuales pueden interferir en la ruta de señalización de la insulina 206,207. Así, 
se ha descrito una RI inducida por TNF-α en los adipocitos viscerales humanos mediante un 
mecanismo dependiente de la activación de JNK1/2 e inhibición de la ruta de señalización de la 
insulina a nivel de AKT e IRS1 229,302, mientras que el pre-tratamiento de los adipocitos con 
sTWEAK recupera esta ruta de señalización de la insulina 229. Es decir, el sTWEAK, restaura la 
translocación del trasportador GLUT4 a la superficie de la membrana plasmática y la captación 
de glucosa en respuesta a la insulina, a pesar de la presencia de TNF-α. De manera más 
específicamente podemos decir que la ruta sTWEAK-Fn14 previene la RI inducida por TNF-α al 
bloquear la activación de la cinasa JNK1/2 mediante un mecanismo dependiente de la 
serina/treonina fosfatasa PP2A 229. Además, también se ha descrito que en adipocitos 
subcutáneos humanos el sTWEAK inhibe la secreción de citocinas pro-inflamatorias inducidas 
por el TNF-α, como la IL-6 y la IL-8, las cuales han sido asociadas con el estado de RI 228. Esto 
sugiere que niveles bajos de sTWEAK podrían contribuir a amplificar el efecto deletéreo de TNF-
α a nivel local y sistémico, a pesar de que ambas proteínas poseen un potencial inflamatorio. Por 
lo tanto, estos datos apuntan también hacia un posible papel protector del sTWEAK frente a la 
inflamación de bajo grado asociada con la RI inducida por la obesidad. 
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Por otro lado están los resultados aportados por nuestro estudio del análisis transversal, 
mostrando que bajos niveles séricos de sTWEAK se asociaron con mayor riesgo de presentar 
SM, siendo la obesidad abdominal, hiperglucemia y hipertrigliceridemia las principales variables 
clínicas contribuyentes de esta asociación. Cabe destacar, que nunca antes se había estudiado 
esta relación. Así, los resultados obtenidos aportan por primera vez evidencia científica 
asociando inversamente los niveles de sTWEAK con el SM. Así pues, podríamos decir que 
nuestros resultados en cierto modo van en la misma dirección y contribuyen a las evidencias 
que apoyan la hipótesis de que niveles bajos de sTWEAK se asocian con un perfil de mayor 
riesgo metabólico y cardiovascular. Por ejemplo, niveles bajos de sTWEAK se han encontrado en 
pacientes con condiciones patológicas tales como insuficiencia cardiaca crónica 234, enfermedad 
coronaria y patología vascular periférica 235–237, hipertensión 232 y DMT2 y/o insuficiencia renal 
en etapa terminal 231. En este sentido, varios autores han sugerido que los niveles bajos de 
sTWEAK podrían ser utilizados como un nuevo marcador de la aterosclerosis subclínica 303,304. 
De hecho, recientemente se ha descrito que niveles reducidos de sTWEAK se asocian con un 
mayor riesgo de mortalidad cardiovascular a largo plazo en pacientes con enfermedad arterial 
periférica sintomática 239, y se ha sugerido a esta proteína como un predictor de futuros eventos 
cardiovasculares en pacientes con insuficiencia renal crónica sin tratamiento con diálisis 305. Un 
interesante resultado a destacar de nuestro estudio, es que aquellos sujetos que presentaban 
concentraciones bajas de sTWEAK tenían un mayor riesgo de presentar mayor número de 
factores que definen el SM, y el riego aumentaba de forma paralela al incremento de éstos. 
Así pues, podemos concluir que nuestro análisis transversal sugiere que el sTWEAK desempeña 
un papel modulador frente al SM, el cual se puede definir como un trastorno metabólico 
subyacente a la obesidad abdominal y la RI que contribuye tanto al desarrollo de la DMT2 como 
de la aterosclerosis, e incrementa el riesgo de ECV 306. 
En cuanto a la relación entre el sTWEAK y la obesidad, nuestros resultados son apoyados por 
varios estudios que han observado una relación inversa entre niveles séricos de sTWEAK y el 
grado de obesidad abdominal 230, presentando los pacientes con obesidad severa niveles 
extremadamente bajos de sTWEAK 228. De hecho, se ha descrito en pacientes con obesidad 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
MARCADORES BIOQUÍMICOS EMERGENTES RELACIONADOS CON DIABETES MELLITUS TIPO 2 





mórbida que durante la pérdida de peso secundaria a la cirugía bariátrica los niveles circulantes 
de sTWEAK aumentan en el 69% de los sujetos, y este aumento se relaciona con la cantidad de 
peso corporal perdido a los 6 meses 228. Sin embargo, no está claro el mecanismo que interviene 
en la disminución de los niveles de sTWEAK en pacientes con obesidad severa tras la pérdida de 
peso, ni el papel que el tejido adiposo podría estar ejerciendo en la secreción de sTWEAK. Se ha 
sugerido que los niveles bajos de sTWEAK asociados a la obesidad severa, posiblemente sea 
consecuencia de la alteración metabólica de otros tejidos como el músculo vascular y el 
esquelético, ambos implicados en el desarrollo de trastornos metabólicos, y donde el TWEAK se 
expresa generalmente con niveles más altos 227,307. 
Por lo que respecta al perfil lipídico y los niveles de sTWEAK, algunos estudios describen una 
relación negativa con los niveles séricos de colesterol total y triglicéridos en sujetos con 
obesidad severa 228, mientras otros autores, describen ya sea una relación positiva con las 
concentraciones de triglicéridos 308 o ninguna asociación 238. Los resultados de nuestro estudio 
mostraron una relación inversa entre los niveles de sTWEAK y el riesgo de presentar 
hipertrigliceridemia. Y curiosamente, en un estudio reciente se ha observado que los niveles 
circulantes de AGL influyen negativamente en la expresión del sTWEAK. Por lo tanto, todo ello 
sugiere que la lipotoxicidad podría ser un modulador de los niveles de ésta proteína 228. Además, 
la observación de una menor tasa de la secreción de sTWEAK en placas ateroscleróticas 
carotídeas en comparación con arterias normales, apoyan la relación entre el efecto lipotóxico 
de la acumulación anormal de lípidos y la síntesis de TWEAK 220. 
En general, los mecanismos que conducen a la reducción de los niveles del sTWEAK en 
enfermedades y/o comorbilidades asociadas con el riesgo cardiovascular con perfil inflamatorio 
permanecen todavía sin definir. Se ha postulado que la reducción de los niveles séricos del 
sTWEAK sería secundario a la interacción de éste con su receptor Fn14. Situándose en el 
contexto de obesidad o de diabetes, se ha descrito una mayor expresión de ARNm de Fn14 y de 
TWEAK en tejido adiposo de pacientes con obesidad severa en comparación con la de sujetos 
delgados 215,228,312. También, se ha visto que la expresión de Fn14 era superior en los obesos 
mórbidos respecto a los no obesos, sobre todo en las mujeres que presentaban DMT2, mientras 
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que los niveles de expresión de TWEAK no se encontraban alterados ni en función del grado de 
obesidad o la presencia o no de diabetes 215. Del mismo modo, se ha demostrado una sobre-
expresión del Fn14 en respuesta a estímulos inflamatorios en células de tejido adiposo 225,228. 
Por lo tanto, es lógico pensar, que los niveles bajos de sTWEAK observados en nuestro estudio 
en los sujetos con DMT2 incidente (96% de los cuales eran obesos) y en los que presentaban SM, 
pueden ser un reflejo de la disponibilidad incrementada de Fn14 para su ligando sTWEAK, 
conduciendo así a una reducción de los niveles periféricos del sTWEAK. 
Una hipótesis alternativa propone la participación de CD163 el cual actúa como un receptor del 
sTWEAK en ciertas condiciones patológicas o en células carentes de Fn14 como los monocitos-
macrófagos 222,223,239. Estudios experimentales in vitro han demostrado que los macrófagos que 
expresan CD163 pueden unirse e internalizar al sTWEAK 313, a pesar que hasta el momento se 
desconoce la existencia de una acción funcional de dicha interacción. También, se ha sugerido 
que los bajos niveles de sTWEAK podrían estar relacionados con un aumento de los niveles de 
sCD163 en pacientes con enfermedades asociadas a un aumento del riesgo cardiovascular 
237,239,310,311, así como en sujetos obesos con DMT1 230. Sin embargo, en nuestro estudio no 
encontramos diferencias en los niveles séricos de sCD163 entre casos incidentes de DM y 
sujetos controles, ni la existencia de alguna relación entre las concentraciones séricas de 
sTWEAK y de sCD163. Por lo tanto, no podemos sugerir que los niveles bajos de sTWEAK 
hallados en este estudio podrían ser justificados a través de la presencia del CD163, un 
marcador sérico específico del grado de activación de los macrófagos 241, los cuales están 
implicados con el estado de inflamación y de RI asociado a la obesidad. 
 
8.2. Concentraciones séricas del receptor scavenger sCD163 y diabetes mellitus tipo 2 
Con respecto al sCD163, los resultados obtenidos en nuestro estudio, no demostraron la 
existencia de relación alguna entre los niveles circulantes de sCD163 y parámetros relacionados 
con el metabolismo de la glucosa, así como con el desarrollo de DMT2. Por lo tanto, nuestros 
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resultados, no apoyan las recientes evidencias que sugiriendo que el sCD163 está implicado en 
el desarrollo de la RI 247,249,255,260,261. Igualmente los resultados de nuestro trabajo, no están en 
concordancia con el único estudio prospectivo realizado hasta el momento, el Copenhagen City 
Heart Study (CCHS), mostrando que niveles elevados del sCD163 al inicio del estudio se 
asociaron positivamente con el riesgo de desarrollar DMT2 250. Las discrepancias entre nuestros 
resultados y los reportados por este estudio, podrían justificarse en parte por el diseño del 
estudio y el tipo de población estudiada. Nuestra población estaba compuesta por un grupo de 
individuos de edad avanzada con factores de riesgo cardiovascular, mientras que el CCHS 
incluyó sujetos de la población general Danesa de más de 20 años de edad.  
Cabe destacar que una limitación importante del CCHS, es la falta de ajustes rigurosos de los 
modelos estadísticos, para importantes factores confusores del riesgo de diabetes como la 
obesidad abdominal, variables bioquímicas como GPA y perfil lipídico, hábitos dietéticos, toma 
de medicación así como diferentes comorbilidades. Otro aspecto a destacar es que los nuevos 
casos diagnosticados de DMT2 entre la población Danesa fueron obtenidos a partir de los 
registros nacionales Daneses, a diferencia de nuestro estudio donde todos los nuevos diabéticos 
se identificaron siempre con dos pruebas analíticas confirmatorias. 
En vista de todo ello, creemos que son necesarios más estudios prospectivos de cohortes con un 
control más riguroso de posibles variables confusoras para poder concluir que existe una 
relación causal entre los niveles de sCD163 y el desarrollo de DMT2. 
 
8.3. Concentraciones séricas del ratio sCD163/sTWEAK y diabetes mellitus tipo 2 
Recientemente, también se ha identificado el ratio sCD163/sTWEAK como un biomarcador 
potencial de aterosclerosis tanto clínica como subclínica 237,313. Asimismo, se ha demostrado que 
un mayor ratio sCD163/sTWEAK se asocia con un mayor riesgo de mortalidad cardiovascular a 
largo plazo en pacientes con enfermedad vascular periférica 239. Así pues, parece razonable 
plantear la hipótesis que un desequilibrio entre sTWEAK y sCD163 podría ser un factor clave en 
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la patogénesis de la RI asociada a la obesidad. De hecho, los resultados de nuestro estudio 
muestran por primera vez una correlación positiva entre el ratio sCD163/sTWEAK y el HOMA-
IR tanto en los individuos con DMT2 incidente como en los controles. Sin embargo, en nuestro 
estudio no encontramos ninguna asociación entre el ratio sCD163/sTWEAK y el riesgo de 
incidencia de DMT2.  Por lo que son necesarios más estudios prospectivos  para determinar si el 
ratio sCD163/sTWEAK podría ser considerado un indicador de riesgo de DMT2. 
 
8.4. Concentraciones séricas de osteocalcina y diabetes mellitus tipo 2 
Recientemente, estudios experimentales en modelos animales así como en humanos han 
descrito a la OC como un nuevo nexo de unión entre el hueso y el metabolismo de la glucosa. Los 
resultados reportados por nuestro estudio han demostrado que bajas concentraciones séricas 
tanto de OCnc como de OCc al inicio del estudio se asocian independientemente con un mayor 
riesgo de desarrollar DMT2, después de rigurosos ajustes de los modelos estadísticos por 
importantes posibles factores de confusión. Nuestros resultados sugieren pues que OC, un com-
ponente de la matriz ósea, podría ser un biomarcador temprano de riesgo de DMT2. 
Hasta donde nosotros sabemos, solamente dos estudios epidemiológicos habían intentado 
determinar la relación existente entre la OC y el desarrollo de DMT2, siendo los resultados 
contradictorios 294,295. En un estudio de casos y controles anidado, prospectivo, realizado por 
Ngarmukos y colaboradores, bajas concentraciones séricas de COc al inicio del estudio (pero no 
de OCnc) se asociaron con un mayor riesgo de desarrollar DMT2 tras diez años de seguimiento 
295. Sin embargo, otro estudio de cohortes retrospectivo de 8,5 años de seguimiento realizado 
por Hwang y colaboradores no mostró ninguna asociación entre los niveles periféricos de OC 
total y el riesgo de desarrollar DMT2 296. Algunos factores que podrían explicar en parte las 
discrepancias entre nuestro estudio y el estudio realizado por Hwang 296 son diferencias en la 
metodología, análisis estadístico o en la selección de la población estudiada. Así pues, cabe 
destacar que uno de los aspectos más importantes de nuestro estudio es que los resultados 
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obtenidos han contribuido a esclarecer los resultados contradictorios previamente publicados 
respecto la relación existente entre la OC, así como la forma de OC,  y la aparición de la DMT2. 
En concordancia con nuestros resultados, numerosos estudios transversales han observado una 
relación inversa entre ambas formas de OC y la glucemia en ayunas, los niveles de HbA1c, 
insulina, y el índice HOMA-IR 277,287,312,315, y positiva con el HOMA-%B (es decir, la función de las 
células β) 275,287,316. De la misma manera, Pittas y colaboradores 288 en un  subanálisis 
prospectivo, encontraron que las concentraciones de OC total de todas las mediciones 
disponibles [la determinación de OC total incluyó ambas OCc y OCnc, al inicio del estudio y 
durante el seguimiento (meses 6, 12 y 18)], se asociaron inversamente con los cambios en la 
GPA a los tres años de seguimiento. Shea y colaboradores 293, encontraron que las 
concentraciones séricas de OC total y OCc al inicio del estudio, pero no de OCnc, se asociaron de 
forma inversa con cambios en los niveles de HOMA-IR a los tres años de seguimiento. Asimismo, 
en un estudio previo de nuestro grupo se observó que los cambios a los dos años de seguimiento 
en los niveles séricos de OC total y OCnc se asociaron positivamente con los cambios en el 
HOMA-%B y negativamente con los cambios en el HOMA-IR, respectivamente 292. Todos estos 
hallazgos en conjunto sugieren que en humanos ambas formas de OC juegan un papel 
importante en la homeostasis de la glucosa y la sensibilidad a la insulina. Además apoyan los 
resultados descritos en nuestro estudio donde hemos observado que ambas formas de OC 
protegen frente al desarrollo de DMT2. 
Aunque, todavía no está claro cuál de las formas de OC está más estrechamente relacionada con 
la secreción o la sensibilidad de la insulina en humanos. Los estudios experimentales en 
modelos animales inicialmente revelaron que la OCnc era la forma activa de la OC 264. Pero 
recientemente, se ha mostrado que ambas formas de OC estimulan el transporte de glucosa en 
ausencia (basal) y en presencia de insulina tanto en adipocitos como miocitos 321. Por lo tanto, se 
ha propuesto que las acciones diferenciales de la OC sobre metabolismo de la glucosa pueden 
ser especie-dependientes. También, se ha sugerido que en humanos la OCnc sería la que ejerce 
mayor efecto sobre la función de células β y la COc sobre la sensibilidad a la insulina 280,320. De 
hecho, en nuestro estudio, los niveles séricos de OCc fueron asociados inversamente con la RI en 
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individuos con diabetes incidente y con la GPA en los sujetos control, lo que sugiere que los 
niveles séricos de OCc podría ser un potencial marcador de alteración del metabolismo de la 
glucosa en adultos de edad avanzada con elevado riesgo cardiovascular.   
Sin embargo, a pesar de que bajos niveles séricos de OCnc al inicio del estudio se asociaron con 
un menor riesgo de incidencia de DMT2, sorprendentemente no observamos relación alguna 
entre los niveles de OCnc y diferentes parámetros relacionados con el metabolismo de la 
glucosa. Esto es consistente con diferentes estudios donde los niveles de OCnc no fueron 
asociados con el HOMA-IR 316–318. La relación inversa observada en nuestro estudio entre la 
OCnc y la incidencia de DMT2, podría estar mediada por un mecanismo no dependiente del 
metabolismo de la glucosa. En varios estudios realizados en adultos han encontrado una 
relación negativa entre las concentraciones de OCnc y marcadores de obesidad asociados con RI 
como el IMC y el perímetro abdominal 319, así como con el porcentaje de grasa troncular o el 
índice grasa visceral/grasa subcutánea 281. Resulta plausible considerar que el efecto protector 
de la OCnc sobre la DMT2 podría estar mediado en parte por la cantidad de masa grasa, 
especialmente de grasa abdominal, ya que en nuestro estudio el grado de asociación entre los 
niveles de OCnc y el riesgo de desarrollar diabetes se atenuó tras ajustar por el perímetro 
abdominal. 
Los mecanismos mediante los cuales la OC puede regular el metabolismo de la glucosa y la RI 
protegiendo frente al desarrollo de diabetes en humanos hasta el momento no están claramente 
determinados 280,320. Los estudios experimentales en ratones, han demostrado que la OC y 
especialmente la OCnc incrementa la expresión y secreción de insulina y la proliferación de las 
células β. Curiosamente, estos mismo efectos han sido recientemente confirmados in vitro 
utilizando cultivos de islotes pancráticos de humanos e in vivo en ratones no diabéticos 
inmunodeficientes a los que se les trasplantaron islotes humanos. 
Con lo que respecta a la relación OC y RI, en cultivo primario de adipocitos de rata se ha visto 
que la OCnc y la OCc incrementan la captación glucosa tanto basal como estimulada por insulina, 
así como la sensibilidad a la insulina. Del mismo modo, se ha visto que la OCc promueve la 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
MARCADORES BIOQUÍMICOS EMERGENTES RELACIONADOS CON DIABETES MELLITUS TIPO 2 





oxidación de la glucosa en el adipocito, y el transporte de glucosa tanto en ausencia como en 
presencia de la insulina en miocitos. A pesar de que estos efectos de la OCc sobre la sensibilidad 
a la insulina deben ser confirmados en humanos, nos proporcionan las bases fisiopatológicas o 
la plausibilidad biológica que podría justificar en parte los resultados principales resultados 
obtenidos en nuestro estudio.  
Por otro lado, se ha sugerido que la OC incrementa la sensibilidad a la insulina en tejidos 
periféricos a través de su regulación positiva de la expresión del gen de la adiponectina en los 
adipocitos 264,325. En concordancia, numerosos estudios en humanos han observado una 
asociación positiva entre las concentraciones circulantes de OC y adiponectina 283,312,318,321. Sin 
embargo, en nuestro estudio hemos observado que ambas formas de OC fueron 
significativamente e inversamente asociadas al riesgo de desarrollar DMT2 independientemente 
de los niveles circulantes de adiponectina. Así pues, los resultados de nuestro estudio sugieren 
que la adiponectina tuvo una pequeña o nula relación en las asociaciones observadas. 
Finalmente, otro posible mecanismo que podría explicar el papel protector de la OC frente a la 
RI y el desarrollo la DMT2 observado en nuestro estudio es a través de la inflamación. Son varios 
los estudios en humanos que han observado una correlación negativa entre los niveles de OC y 
marcadores de inflamación como PCR e IL-6 288,321,322. Sin embargo, nosotros solo podemos 
hipotetizar sin establecer ninguna conclusión al respecto, ya que en nuestro estudio no se 
evaluó el efecto de la OC sobre la inflamación y la regulación de la homeostasis de la glucosa. 
 
8.5. Limitaciones y fortalezas 
Existen diferentes limitaciones en los estudios presentados en esta Tesis Doctoral. En primer 
lugar, una de las principales limitaciones es la población estudiada. Se trata de una población 
caucásica de edad avanzada y elevado riesgo cardiovascular. Por lo tanto, nuestros resultados 
pueden no ser extrapolables a otros grupos de edad o etnias así como a sujetos sanos sin 
factores de riesgo. 
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Otras limitaciones de nuestros estudios son inherentes al diseño. El diseño transversal utilizado 
para analizarla relación entre el sTWEAK y la prevalencia de SM o las diferentes variables 
clínicas que lo definen no nos permite establecer relaciones causa-efecto, ya que existe la 
posibilidad de un sesgo de casualidad inversa. Respecto al diseño del estudio de casos-controles 
anidados, un aspecto que afecta a este tipo de estudios es que los sujetos elegidos 
aleatoriamente como controles de la población de sujetos que no incidieron de diabetes, pueden 
no ser plenamente representativos de la cohorte original de PREDIMED. Por lo tanto, será 
importante en el futuro confirmar prospectivamente la asociación entre los niveles séricos de 
ambos biomarcadores, sTWEAK y OC, y el riesgo de desarrollar DMT2 incluyendo todos los 
sujetos de la cohorte PREDIMED al inicio del estudio.  
Por último, los marcadores bioquímicos evaluados (el sTWEAK, receptor scavenger sCD163 y 
OC) fueron determinados una sola vez al inicio del estudio en nuestros participantes, y por lo 
tanto no se pudo evaluar los efectos de los cambios en los niveles circulantes de estos 
marcadores sobre la evolución en el tiempo de los parámetros relacionados con el metabolismo 
de glucosa. 
Como punto fuerte del estudio destacar que la incidencia de DMT2 fue un objetivo secundario 
específico del ensayo PREDIMED y en los tres nodos incluidos en el estudio, el diagnóstico de los 
nuevos casos de DMT2 se realizó según los criterios establecidos por la ADA. Concretamente por 
la presencia de los niveles de GPA ≥ 126 mg/dl o glucemia plasmática a las dos horas después de 
la PTOG con 75 de glucosa ≥200 mg/dl, y siendo necesaria una segunda determinación analítica 
que cumpliera con estos criterios para la confirmación final del diagnóstico de DMT2. Además, 
destacar que el nodo Reus‐Tarragona fue el único nodo que realizó la PTOG de forma 
generalizada como parte del protocolo de estudio ofreciendo posiblemente, una mayor 
sensibilidad y especificidad en la  identificación de nuevos casos de DMT2. 
Otros puntos fuertes de nuestro estudio es que incluye un número relativamente elevado de 
nuevos casos de DMT2, un período de seguimiento de largo tiempo, la inclusión de individuos de 
ambos sexos, y el control de un gran número de posibles variables de confusión. 
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8.5. Implicaciones y propuestas de futuro 
La DMT2 es una enfermedad con elevada morbilidad y una importante causa de mortalidad 
prematura, la cual en gran medida se podría prevenir. Los actuales resultados de este trabajo, 
permitirán a la comunidad científica avanzar en el conocimiento de estos nuevos potenciales 
biomarcadores implicados en la fisiopatología de la DMT2, guiar las estrategias de screening 
para pronósticos de riesgos y aportar información a los factores de riesgo ya existentes, así 
como proporcionar una base para el planteamiento de nuevas enfoques terapéuticos para su 
tratamiento y/o prevención. 
La importancia clínica de nuestros resultados debe ser confirmada mediante la futura 
realización de nuevos estudios prospectivos en grandes cohortes poblacionales que incluyan 
pacientes con diferentes grados de obesidad y de alteraciones en el metabolismo de la glucosa, 
rangos de edad y pertenecientes a ambos sexos. Solo así, será posible obtener la confirmación de 
si los niveles circulantes de sTWEAK y OC son útiles como biomarcadores independientes del 
desarrollo de DMT2. Por otro lado, la mayoría de estudios realizados hasta el momento 
coinciden en que los biomarcadores disponibles aportan muy poca información adicional 
incrementando sólo ligeramente la capacidad pronostica tanto en la prevención primaria como 
en la secundaria de los factores de riesgo clásicos. Así pues, otra propuestas de futuro atractiva 
es evaluar si la medición de sTWEAK y OC individualmente o en combinación con algunos otros 
biomarcadores de interés (panel de múltiples biomarcadores) mejora la capacidad de 
predicción del riesgo por encima y más allá de los abordajes actuales 6. 
Finalmente, los estudios experimentales en modelos animales, así como los realizados en células 
humanas han demostrado que tanto la OC como el sTWEAK pueden ejercer un efecto 
beneficioso sobre la secreción y sensibilidad de la insulina, demostrando una caracterización 
adecuada de la regulación de las vías que controlan su señalización. Aunque todavía se 
requieren más estudios al respecto, los sistemas OC-GPRC6A y sTWEAK-Fn14 representan una 
nueva diana terapéutica prometedora para el control y prevención de la DMT2.  
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
MARCADORES BIOQUÍMICOS EMERGENTES RELACIONADOS CON DIABETES MELLITUS TIPO 2 




En conclusión, aunque en espera de nuevas y prospectivas investigaciones, los resultados 
obtenidos en este trabajo sugieren un papel protector para sTWEAK en la prevención de la 
aparición de DMT2. Y más concretamente, como una primera interpretación de los niveles bajos 
de sTWEAK en sujetos de edad avanzada con alto riesgo cardiovascular donde la mayoría 
presentan sobrepeso y/u obesidad sería que, la ausencia de sTWEAK contribuiría al desarrollo 
de DMT2 y está vinculada con la presencia de SM, un trastorno metabólico con perfil 
inflamatorio subyacente de la obesidad abdominal y de la RI. Así pues, estos resultados indican 
que la cuantificación de esta proteína en el suero podría ser un nuevo marcador biológico para 
predecir la DMT2, el SM y las complicaciones metabólicas asociadas. Además, hemos podido 
esclarecer los conocimientos del efecto protector de la OC frente al desarrollo de DMT2, poner 
en relieve que en humanos ambas formas de OC son biológicamente activas, y que niveles bajos 
de OC podrían ser útiles como un potencial biomarcador de riesgo temprano de DMT2.
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A partir de los resultados obtenidos en esta Tesis se puede concluir: 
En un grupo de individuos de ambos sexos, edad avanzada, asintomáticos, con alto riesgo de 
enfermedad cardiovascular y sin diagnóstico de diabetes al inicio del estudio:  
 
Las concentraciones séricas de sTWEAK se relacionan inversamente con la resistencia a la 
insulina. Asimismo, los niveles séricos bajos de sTWEAK al inicio del estudio se asocian con un 
mayor riesgo de incidencia de DMT2.  
Las concentraciones séricas de sCD163 no se relacionan significativamente con parámetros del 
metabolismo de la glucosa, y no se asocian con la incidencia de DMT2.  
 
Unos niveles séricos bajos de sTWEAK se asocian con una mayor prevalencia de SM; siendo la 
obesidad abdominal, la hipertrigliceridemia y la hiperglucemia los principales contribuyentes 
de esta asociación. 
 
Las concentraciones séricas circulantes de ambas COc y COnc reducidas al inicio del estudio se 
asocian fuerte e independientemente con un mayor riesgo de desarrollar DMT2. 
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En conclusión, este trabajo aporta información novedosa y relevante, sugiriendo al sTWEAK y a 
la OC como nuevos potenciales biomarcadores implicados en la fisiopatología de la DMT2 que 
podrían ser utilizados en un futuro en la detección precoz del riesgo de la enfermedad. No 
obstante, son necesarios más estudios en otras poblaciones para corroborar si el sTWEAK y/o la 
OC individualmente o en combinación con algunos otros biomarcadores mejoran la capacidad 
de predicción del riesgo de DMT2 por encima de los abordajes actuales. 
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11.1. CUESTIONARIOS PREDIMED 
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ANEXO 1.  
Cuestionario de inclusión/exclusión.   
Estudio PREDIMED.
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ANEXO 2.  
Cuestionario general.  
Estudio PREDIMED. 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
MARCADORES BIOQUÍMICOS EMERGENTES RELACIONADOS CON DIABETES MELLITUS TIPO 2 






UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
MARCADORES BIOQUÍMICOS EMERGENTES RELACIONADOS CON DIABETES MELLITUS TIPO 2 





UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
MARCADORES BIOQUÍMICOS EMERGENTES RELACIONADOS CON DIABETES MELLITUS TIPO 2 






UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
MARCADORES BIOQUÍMICOS EMERGENTES RELACIONADOS CON DIABETES MELLITUS TIPO 2 





UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
MARCADORES BIOQUÍMICOS EMERGENTES RELACIONADOS CON DIABETES MELLITUS TIPO 2 






UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
MARCADORES BIOQUÍMICOS EMERGENTES RELACIONADOS CON DIABETES MELLITUS TIPO 2 
















ANEXO 3.  
Cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos.  
Estudio PREDIMED.  
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ANEXO 4.  
Cuestionario de actividad física.  
Estudio PREDIMED. 
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ANEXO 5.  
Cuestionario de adherencia a la Dieta Mediterránea.   
Estudio PREDIMED.
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ANEXO 6.  
Cuestionario de adherencia a la Dieta baja en grasa. 
Estudio PREDIMED.
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ANEXO 7.  
Cuestionario de tolerancia.  
Estudio PREDIMED. 
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ANEXO 8.  
Cuestionario de seguimiento. 
Estudio PREDIMED
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